Untersuchungen zum Einfluss von sekundären Pflanzenstoffen auf die Thrombozytenaktivierung by Rosenkranz, J.T. (Jocheved)
                                                                                                                                                                                     
Aus dem Universitätsklinikum Münster 
Klinik und Poliklinik für Anästhesiologie und operative Intensivmedizin 
















Untersuchungen zum Einfluss von sekundären 
Pflanzenstoffen 















Erlangung des doctor medicinae 
 
der Medizinischen Fakultät 
der Westfälischen Wilhelms- Universität Münster 
 
 








































Gedruckt mit Genehmigung der medizinischen Fakultät der Westfälischen 




Dekan: Univ.- Prof. Dr. med. Wilhelm Schmitz 
 
 
1. Berichterstatter: Prof. Dr. rer.nat. Beate E. Kehrel 
2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Jerzy- Roch Nofer 
 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 19.04.2012 
Aus dem Universitätsklinikum Münster 
Klinik und Poliklinik für Anästhesiologie und operative Intensivmedizin 
Direktor: Univ.- Prof. Dr. med. Dr. h. c. Hugo K. Van Aken 
Referent: Prof. Dr. rer. nat. Beate E. Kehrel 




Untersuchungen zum Einfluss von sekundären Pflanzenstoffen 
auf die Thrombozytenaktivierung 
 
von Jocheved Teresa Rosenkranz 
 
 
Ein wesentlicher Mechanismus für die Entwicklung von Entzündungsreaktionen 
unterschiedlicher Ursache ist die Infiltration des entzündeten Gewebes durch aktivierte 
Neutrophile Granulozyten (PMNL), die im Zuge des „oxidative burst“ mit Hilfe des MPO/ HOCl- 
Systems reaktive Sauerstoffradikale (ROS) bilden. Diese ROS schädigen nicht nur die 
abzuwehrenden Mikroorganismen, sondern bewirken auch die Oxidation körpereigener 
Proteine.  
Durch diese oxidativ modifizierten Proteine kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten, so 
dass die Gefahr der Thrombozytenadhäsion am Endothel und der Thrombozytenaggregation 
steigt. Die oxidative Modifikation von körpereigenen Proteinen im Rahmen entzündlicher 
Prozesse stellt somit einen wesentlichen Mechanismus für die Entstehung thrombembolischer 
Komplikationen dar. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Idea- HSA (= „Immune Defense 
Altered- Human Serum Albumin“) ist durch das MPO/ HOCl- System oxidativ modifiziertes 
Albumin. 
In zahlreichen Versuchen war von Herrn Dr. Martin Brodde zuvor gezeigt worden, dass Idea- 
HSA ein potenter Thrombozyten- und Monozytenaktivator ist, und dass dieser durch zahlreiche 
sekundäre Pflanzenstoffe, Metabolite des Stoffwechsels von Mikroorganismen und durch  ein 
paar Medikamente, welche für andere Indikationen im Handel sind, gehemmt werden konnte. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, den Thrombozytenaktivator Idea- HSA hinsichtlich 
seines Einflusses auf die Aktivität der Thrombozyten und Monozyten weiter zu charakterisieren. 
Desweiteren wurde der Einfluss verschiedener pflanzlich und im Körper vorkommender 
Substanzen mit bekannter antioxidativer Wirkung auf die Thrombozytenaktivierung eingehender 
weiteruntersucht. Insbesondere sollte der Einfluss des pflanzlichen Sesquiterpenlactons 
Parthenolid auf die Thrombozytenfunktion bei Passage des Blutes durch das 
Herzunterstützungssystem INCOR Heart (Berlin Hearts AG) untersucht werden. 
Es bestätigte sich, dass mit dem Idea- HSA ein sehr starker Thrombozytenaktivator identifiziert 
worden war, der die Thrombozyten umfassend zu aktivieren vermag. Dies zeigte sich 
insbesondere im Vergleich des Idea- HSA mit den als potente Thrombozytenaktivatoren 
bekannten Substanzen Kollagen, Thrombin und TSP-1 Peptid RFYVVMWK.  
Weiterhin wurde der inhibierende Einfluss von Parthenolid auf die Thrombozytenaktivierung 
durch Idea-HSA bestätigt und näher charakterisiert. Es konnte jedoch kein Einfluss auf die 
Aktivierung der Monozyten im Vollblut nachgewiesen werden. 
 Es wurde bestätigt, dass Quercetin und  Resveratrol die durch IDEA- HSA induzierte 
Fibrinogenbindung an Thrombozyten signifikant (p< 0,01) zu hemmen vermochten und gezeigt, 
dass dieser Effekt dosisabhängig ist. Unter dem Einfluss von Carnosin und Lipoamid kam es 
ebenfalls zu einer signifikanten (p<0,05) Hemmung der Fibrinogenbindung an die 
Thrombozyten. Kämpferol hingegen hatte keinen Einfluss auf die durch IDEA- HSA induzierte 
Fibrinogenbindung an Thrombozyten, ebenso wenig Taurin.   
Ein signifikanter (p<0,05), vermindernder Einfluß von Parthenolid auf die Zellfunktion der 
Blutzellen bei Passage des Blutes durch ein Herzunterstützungssystem konnte nur für die 
Bindung von Annexin V-FITC, einem Marker für den prokoakulatorischen Zustand der 
Thrombozyten, gezeigt werden.            
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Ein wesentlicher Mechanismus für die Entwicklung von Entzündungsreaktionen 
unterschiedlicher Ursache ist die Infiltration des entzündeten Gewebes durch aktivierte 
Neutrophile Granulozyten (PMNL), die im Zuge des „oxidative burst“ mit Hilfe des MPO/ HOCl- 
Systems reaktive Sauerstoffradikale (ROS) bilden. Diese ROS schädigen nicht nur die 
abzuwehrenden Mikroorganismen, sondern bewirken auch die Oxidation körpereigener 
Proteine.  
Durch diese oxidativ modifizierten Proteine kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten, so 
dass die Gefahr der Thrombozytenadhäsion am Endothel und der Thrombozytenaggregation 
steigt. Die oxidative Modifikation von körpereigenen Proteinen im Rahmen entzündlicher 
Prozesse stellt somit einen wesentlichen Mechanismus für die Entstehung thrombembolischer 
Komplikationen dar. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Idea- HSA (= „Immune Defense 
Altered- Human Serum Albumin“) ist durch das MPO/ HOCl- System oxidativ modifiziertes 
Albumin. 
In zahlreichen Versuchen war von Herrn Dr. Martin Brodde zuvor gezeigt worden, dass Idea- 
HSA ein potenter Thrombozyten- und Monozytenaktivator ist, und dass dieser durch zahlreiche 
sekundäre Pflanzenstoffe, Metabolite des Stoffwechsels von Mikroorganismen und durch  ein 
paar Medikamente, welche für andere Indikationen im Handel sind, gehemmt werden konnte. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, den Thrombozytenaktivator Idea- HSA hinsichtlich 
seines Einflusses auf die Aktivität der Thrombozyten und Monozyten weiter zu charakterisieren. 
Desweiteren wurde der Einfluss verschiedener pflanzlich und im Körper vorkommender 
Substanzen mit bekannter antioxidativer Wirkung auf die Thrombozytenaktivierung eingehender 
weiteruntersucht. Insbesondere sollte der Einfluss des pflanzlichen Sesquiterpenlactons 
Parthenolid auf die Thrombozytenfunktion bei Passage des Blutes durch das 
Herzunterstützungssystem INCOR Heart (Berlin Hearts AG) untersucht werden. 
Es bestätigte sich, dass mit dem Idea- HSA ein sehr starker Thrombozytenaktivator identifiziert 
worden war, der die Thrombozyten umfassend zu aktivieren vermag. Dies zeigte sich 
insbesondere im Vergleich des Idea- HSA mit den als potente Thrombozytenaktivatoren 
bekannten Substanzen Kollagen, Thrombin und TSP-1 Peptid RFYVVMWK.  
Weiterhin wurde der inhibierende Einfluss von Parthenolid auf die Thrombozytenaktivierung 
durch Idea-HSA bestätigt und näher charakterisiert.Es konnte jedoch kein Einfluss auf die 
Aktivierung der Monozyten im Vollblut nachgewiesen werden. 
 Es wurde bestätigt, dass Quercetin und  Resveratrol die durch IDEA- HSA induzierte 
Fibrinogenbindung an Thrombozyten signifikant (p< 0,01) zu hemmen vermochten und gezeigt, 
dass dieser Effekt dosisabhängig ist. Unter dem Einfluss von Carnosin und Lipoamid kam es 
ebenfalls zu einer signifikanten (p<0,05) Hemmung der Fibrinogenbindung an die 
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Thrombozyten. Kämpferol hingegen hatte keinen Einfluss auf die durch IDEA- HSA induzierte 
Fibrinogenbindung an Thrombozyten, ebenso wenig Taurin.   
Ein signifikanter (p<0,05), vermindernder Einfluß von Parthenolid auf die Zellfunktion der 
Blutzellen bei Passage des Blutes durch ein Herzunterstützungssystem konnte nur für die 
Bindung von Annexin V-FITC, einem Marker für den prokoakulatorischen Zustand der 





II.1 Die Bedeutung des MPO/ HOCl- Systems für entzündliche Prozesse  
Ein wesentlicher Mechanismus für die Entwicklung von Entzündungsreaktionen 
unterschiedlicher Ursache ist die Infiltration des entzündeten Gewebes durch aktivierte 
Neutrophile Granulozyten (polymorphonuclear leucocytes, PMNL). Diese wiederum locken 
durch Chemokine wie Interleukin- 8 (IL-8) Monozyten an, die in der Folge zu Makrophagen 
reifen.  
Im Zuge der Zellaktivierung der PMNL und Monozyten kommt es zum „oxidative burst“, bei dem 
reaktive Sauerstoffradikale (Reactive Oxygen Species, ROS) gebildet werden. Diese ROS 
schädigen Zellen, z.B. durch Lipidperoxidation der Zellmembranen und Induktion von DNA- 
Brüchen. Somit sind sie mikrobizid wirksam (Baldus et al, 2006).  
Zudem aktivieren sie Makrophagen (Lefkowitz et al, 1999), so dass deren Phagozytoseaktivität 
und Eliminationskapazität gesteigert wird. Außerdem werden die Makrophagen durch die ROS 
zu vermehrter Produktion von Zytokinen wie z.B. TNFa, IL- 1 und INFalpha/ ß angeregt (Malle 
et al, 2000). Insbesondere die Synthese des Tumor- Nekrosefaktors alpha (TNFalpha) spielt 
eine bedeutsame Rolle, da TNF alpha die kaskadenartige Freisetzung weiterer Zytokine (z.B. 
IL-6 und GM- CSF) und Chemokine (z.B. IL-8, MCP- 1) auslöst und die Aktivierung von 
Proteasen in Gang setzt (Gelderman et al, 1998; Lefkowitz et al, 1999). Die Zytokine wiederum 
führen zur weiteren Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten, so dass sich 
die Entzündungsreaktion steigert. Es kommt zur Gewebeschädigung. 
Im Rahmen der Entzündungsreaktion kommt es durch ROS nicht nur zur Schädigung der 
abzuwehrenden Mikroorganismen, sondern auch zur Oxidation körpereigener Proteine. Diese 
oxidierten Proteine steigern die Thrombozytenreaktivität. Damit steigt die Gefahr der 
Thrombozytenadhäsion am Endothel, aber auch der Thrombozytenaggregation mit 
Thrombusbildung, so dass es im Rahmen von Entzündungsprozessen zu thrombembolischen 
Komplikationen kommen kann (Volf et al, 2000).  
Thrombozyten wirken modulierend auf Entzündungsprozesse ein, indem sie mit Hilfe von 
Mediatorsubstanzen den oxidative burst der Leukozyten sowohl hemmen (Adenosin) 
(Bengtsson et al, 1996) als auch aktivieren (ATP) können (Kaneider et al, 2004).  
Dies macht deutlich, dass die ROS auf der einen Seite einen wichtigen Aspekt der 
angeborenen Immunabwehr gegen Mikroorganismen darstellen, dass jedoch bei 
Chronifizierung der entzündlichen Aktivität über das akute Ereignis hinaus die Destruktion des 




II.1.1 Die Myeloperoxidase  
Diese Mechanismen werden wesentlich durch die Aktivität des Enzyms Myeloperoxidase (MPO) 
vermittelt. Im Folgenden möchte ich dieses Enzym näher vorstellen. 
Die Myeloperoxidase ist ein Hämenzym, das sich in den azurophilen Granula der PMNL und in 
geringerem Maße auch in den Granula der Monozyten befindet. Sie macht ca. 5% des 
gesamten Proteingehalts der PMNL aus (Borawski, 2006). Im Rahmen der Zellaktivierung wird 
das Enzym in das Phagosom und in den Extrazellulärraum sezerniert. 
 In den Phagolysosomen und im Extrazellulärraum katalysiert die MPO folgende Reaktion: 
H2O2+ Cl(-) + H(+) -> HOCL+ H2O                                 (Malle et al, 1997). 
Die oxidative Wirksamkeit des entstandenen HOCl ist etwa 1000fach stärker als die des H2O2 
selbst. Es oxidiert Aminosäure- Seitenketten, fragmentiert Peptidbindungen und vernetzt 
Proteine. Diese Veränderungen der Proteinstruktur und - konformation führen zu 
Veränderungen der Enzymaktivität und des Proteinabbaus. Ein Beispiel für die Oxidation von 
Proteinen durch HOCl ist die subendothelial stattfindende Oxidation von LDL (Malle et al, 1997). 
Außerdem reagiert das HOCl mit Lipiden, Zellmembranen, DNA, Cholesterin, Thiolen und 
Aminen (Fu et al, 2000)  
Durch die Oxidation von Membran- Fettsäuren und Protein- SH- Gruppen und die Induktion von 
DNA- Brüchen werden phagozytierte Mikroorganismen durch ROS abgetötet. (Sheikh Arshad 
Saeed et al, 2007). Insbesondere das mit Hilfe der MPO produzierte HOCl ist sehr mikrobizid 
(Heinecke, 2002; Rosen et al, 2002).  
Im Rahmen von Entzündungsreaktionen kommt es zur Adhäsion von PMNL am Endothel, die 
bei der Degranulation MPO freisetzen. Nach Bindung der MPO an die Endothelzellen kommt es 
zur Transzytose der MPO und zur extrazellulären Ablagerung der MPO in den basolateralen, 
subendothelialen Räumen. Dazu bindet die kationischen MPO an negativ geladene 
Glykosaminoglykane auf der Oberfläche von Endothelzellen. Hierbei spielt insbesondere das 
Heparansulfat eine Rolle. Damit gehört die MPO zur Familie der Heparin- bindenden Proteine. 
Im subendothelialen Raum bindet die MPO an Proteine der extrazellulären Matrix wie das 
Fibronektin (Borawski, 2006).  
Durch Bindung der MPO an die Gefäßwand kommt es zu Gefäßwandläsionen: zunächst 
beeinflusst die MPO durch Interaktion mit endothelialem NO redox- sensitive Signalwege, 
verhindert die durch NO vermittelte Vasodilatation und unterbindet die Inhibition der 
Plättchenaktivierung durch NO (Ramachandran et al, 2001). Diese Interaktion der MPO mit dem 
NO findet direkt oder indirekt durch MPO- vermittelte Produktion von NO- Inhibitoren wie Cl- L- 
Arginin oder oxidiertem LDL statt.  
Da die MPO zu den Heparin- bindenden Proteinen gehört, kommt es unter dem Einfluss von 
Heparin zur Freisetzung der MPO von der Gefäßwand und aus den subendothelialen 
Kompartimenten. Damit kann die MPO nicht mehr mit dem endothelialen NO interagieren. Das 
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NO bleibt somit als solches erhalten und kann vasodilatativ wirken. Auf diese Weise verbessert 
Heparin die Endothelfunktion und schützt vor den Wirkungen der MPO (Baldus et al, 2006).  
Zudem aktiviert die MPO die vaskuläre NADPH- Oxidase, die ROS produziert (Borawski, 2006). 
Überdies führt die lokale Aktivität der MPO zur Endothelzellretraktion, so dass sich die 
Permeabilität des Endothels erhöht, und zur Endothelzelllyse (Malle et al, 2000). Diese 
Vorgänge unterstützen die Emigration der Leukozyten aus den Blutgefäßen in das entzündete 
Gewebe.  
Die Zytokin- ähnliche Rückbindung der MPO an den Mac-1- Rezeptor der PMNL bewirkt als 
autokrine Rückkopplungsschleife unabhängig von der katalytischen Aktivität der MPO eine 
zusätzliche Aktivierung der PMNL (Lau et al, 2005). Durch das mit Hilfe der MPO gebildete 
HOCl und die Aktivierung von Gewebe- degradierenden Matrix- Metalloproteinasen (MMPs) 
durch die MPO (Baldus et al, 2006) kommt es zur Schädigung der Proteine der extrazellulären 
Matrix, so dass sich die Entzündungsreaktion verstärkt (Hazell et al, 1996). Außerdem erhöhen 
die aktivierten MMPs die Vulnerabilität atherosklerotischer Plaques, so dass die Gefahr der 
Plaqueruptur mit Thrombosierung ansteigt (Baldus et al, 2006). 
So ruft die MPO im Rahmen chronisch entzündlicher Erkrankungen eine entzündliche 
Mitreaktion der Gefäßwände hervor. Daher spielt sie als Vermittler zwischen chronisch 
entzündlichen Erkrankungen und der Atherogenese eine wichtige Rolle (Malle et al, 2000). 
Weiterhin schädigen ROS maligne entartete Zellen (Lanza, 1998) und schützen so vor 
Entstehung von Malignomen. 
Auf der anderen Seite wird die Mitbeteiligung oxidativen Stresses an der Entstehung maligne 
entarteter Zellen diskutiert (Oliveira et al, 2007, Olson et al, 2004, Wheatley- Price et al, 2008). 
 
II.2 Die Bedeutung erhöhter MPO- Konzentrationen im Plasma für die 
Immunabwehr und die Entstehung von Erkrankungen 
Diese Mechanismen, die durch die Aktivität der Myeloperoxidase (MPO) vermittelt werden, sind 
an der Pathogenese zahlreicher Krankheitsbilder beteiligt, bei denen es sich um chronische 
systemische Entzündungsreaktionen handelt. Häufig werden sie durch Infektionen (z.B. 
Helicobacter) (Kowalski, 2001) und Noxen (z.B. Nikotin) ausgelöst bzw. gefördert oder aber 
durch eine Stoffwechselstörung (z.B. Diabetes mellitus) bedingt (Shurtz- Swirski et al, 2001).  
Beispielhaft seien die Atherosklerose, die Glomerulosklerose, die rheumatoide Arthritis 
(Lefkowitz et al, 1999), die chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (Lefkowitz et al, 1995) 
und die Entstehung von Tumoren genannt (Fu et al, 2000, Malle et al, 1997, Oliveira et al, 2007, 
Olson et al, 2004, Wheatley- Price et al, 2008). Jedoch auch für das Remodeling des Myokards 
nach Herzinfarkt (Vasilyev et al, 2005) oder die Entstehung chronisch entzündlicher 
Lungenerkrankungen wie Asthma (Grattendick et al, 2001) spielen die oben beschriebenen 
Mechanismen eine Rolle. Die Entstehung von ROS und das MPO/ HOCl- System können für 
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das bei Patienten mit Diabetes mellitus erhöhte Risiko der Entstehung der Atherosklerose und 
Vaskulitis mitverantwortlich gemacht werden (Shurtz- Swirski et al, 2001). 
Im Folgenden möchte ich auf die Entstehung der Atherosklerose, der Glomerulosklerose und 
der rheumatoiden Arthritis näher eingehen.  
 
II.2.1 Atherosklerose 
Die Atherosklerose ist eine chronisch fortschreitende, multifaktoriell begründete, entzündliche 
Erkrankung der Arterien, die durch degenerative Umbauprozesse der Gefäßwand zu 
progressiver Obstruktion des Gefäßlumens führt, und sich meist erst in einem höheren 
Lebensalter klinisch manifestiert. 
Es kommt zur Ausbildung atheromatöser Plaques mit Thrombosierung, die den 
Elastizitätsverlust und die Verhärtung der Gefäßwand mit Verengung des Gefäßlumens 
bedingen. Die atheromatösen Plaques können einreißen, es kann zur Nekrotisierung und 
atheromatösen Geschwürbildung kommen. 
Dabei ist häufig nicht nur ein isoliertes Gefäßbett, wie z.B. die Koronararterien bei der 
koronaren Herzkrankheit, befallen, sondern es finden sich multiple Läsionen in den Gefäßen 
der verschiedenen Organe, z.B. dem Gehirn, den Nieren, dem Darm oder den Extremitäten. 
Dies verdeutlicht den systemischen Charakter der Atherosklerose.  
Häufige Komplikationen der Atherosklerose umfassen den thrombembolischen Schlaganfall und 
den Herzinfarkt. Sie führt aber auch zu Komplikationen wie der Stentthrombose oder dem 
Bypassverschluß, Ereignisse, die das Ergebnis kardiovaskulärer Eingriffe wie perkutane 
Interventionen oder Bypassoperationen  maßgeblich beeinflussen.  
Die Atherosklerose der Nierenarterien kann zu therapierefraktärer Hypertonie und zur 
Einschränkung der Nierenfunktion bis hin zum Nierenversagen führen, ebenso wie zur 
chronischen Herzinsuffizienz. In den Extremitäten verursacht die Atherosklerose eine 
ischämische Minderversorgung zunächst nur bei Belastung, später auch in Ruhe, die zum 
Verlust der betroffenen Extremität führen kann.  
Aus epidemiologischer Sicht ist die koronare Herzerkrankung die bedeutsamste 
Manifestationsform der Atherosklerose, und nach Angaben des Statistischen Bundesamtes 
(2006) die häufigste Todesursache in Deutschland, ebenso wie in den anderen Industrieländern 
(Heinecke, 2006). Die demographische Entwicklung lässt eine Zunahme der Prävalenz der 
Atherosklerose in den nächsten Jahren erwarten. Dies verdeutlicht auch die sozioökonomische 
Bedeutung der Erkrankung. 
  
Es sind verschiedene Risikofaktoren bekannt, die ursächlich für die Entstehung der 
Atherosklerose verantwortlich gemacht werden. Dazu zählen neben der genetischen und 
konstitutionellen Prädisposition und dem Alter auch die Lebensweise und einige Erkrankungen.  
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So spielen eine fettreiche Ernährung mit folglich hohen Plasmacholesterinspiegeln, Nikotin- und 
Alkoholkonsum, erhöhter systolischer Blutdruck und Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes 
mellitus oder chronisch entzündliche Erkrankungen wie z.B. Rheuma eine wichtige Rolle für die 
Entstehung der Atherosklerose (Hofnagel, Robenek et al, 2004). Es werden auch bakterielle 
Infektionen, z.B. mit Helicobacter pylori oder Chlamydia pneumoniae, als mögliche Auslöser 
einer chronischen Entzündungsreaktion diskutiert (Blasi et al, 1996; Kowalski, 2001).  
Daraus erwachsen verschiedene Modelle zur Entstehung und Progression der Atherosklerose, 
die unterschiedliche Faktoren in den Mittelpunkt stellen. Insgesamt muss die multifaktorielle 
Genese der Atherosklerose betont werden. 
 
II.2.1.1.1 Die „Response- to- injury“- Theorie 
Im Folgenden möchte ich mehrere Erklärungsansätze aufzeigen. Zunächst werde ich auf die 
„Response- to- injury- Theorie“ und die wichtige Rolle der Thrombozyten bei der Entstehung der 
Atherosklerose näher eingehen. 
Es hat sich gezeigt, dass es über spezifische Plättchenrezeptoren und verschiedene parakrine 
und autokrine Mechanismen zu vielfältigen Interaktionen von Thrombozyten mit anderen Zellen 
an der Gefäßwand kommt, die die Entstehung entzündlicher Erkrankungen wie z.B. der 
Atherosklerose bedingen.  
Während normalerweise die Adhäsion der Plättchen an intaktes, nicht aktiviertes Endothel 
durch Stoffe wie PGI2 gehemmt wird, besteht jedoch die Möglichkeit, dass sich Thrombozyten 
an durch inflammatorische Prozesse, z.B. IL- 1 vermittelt, aktiviertes Endothel anlagern können. 
Diese Aktivierung des Endothels kann infektiös (Blasi et al, 1996; Kowalski, 2001) oder durch 
Nikotin- Konsum bedingt sein, aber auch durch  Sauerstoffradikale oder oxidiertes LDL 
zustande kommen.  
Dabei findet der erste Kontakt, der zum Rollen der Thrombozyten auf dem Endothel führt, P- 
Selektin- vermittelt statt. Dieses präformiert in Weibel- Palade- bodies vorliegende P- Selektin 
wird von den Endothelzellen als Antwort auf entzündlichen Reiz an der Zelloberfläche 
präsentiert, so dass die noch nicht aktivierten Plättchen aus dem Blutstrom gebunden werden 
können. Die Bindung der Plättchen an das endotheliale P- Selektin findet dabei über GPIb/IX/V 
statt, den vWF- Rezeptor, oder über PSGL- 1. 
So kann es im Zuge der Entstehung atherosklerotischer Läsionen zunächst zur 
Thrombozytenadhäsion an inaktes, aber aktiviertes Endothel kommen.  
Dieser anfängliche Kontakt ist jedoch noch zu instabil, um dem Scherstress im Blutstrom 
genügend Widerstand entgegenbringen zu können. Im Laufe der auf die Adhäsion folgenden 
Plättchenaktivierung kommt es durch Degranulation der alpha- Granula und der dense bodies 
zur Ausschüttung vielfältiger entzündungsfördernder Substanzen und Expression von 
Rezeptoren wie CD62P. Thrombozytäre ß3- Integrine werden aktiviert, die eine feste Bindung 
der Thrombozyten an das Endothel ermöglichen.  
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Zudem werden Rezeptoren wie CD62P aus den alpha- Granula an die Thrombozytenoberfläche 
verlagert.    
Im Folgenden führt die Plättchenaktivierung zu Rekruitierung von Leukozyten aus dem 
Blutstrom. Dabei ist es sowohl möglich, dass die noch ungebundenen Thrombozyten zuerst 
Aggregate mit den Leukozyten ausbilden und dabei über die Aktivierung leukozytärer 
Adhäsionmoleküle deren Anbindung an das Endothel fördern, als auch dass die am Endothel 
immobilisierten Thrombozyten chemotaktisch, z.B. mit PAF oder RANTES, Leukozyten und 
Monozyten anziehen und dann als Brückenzellen zwischen den Leukozyten und dem Endothel 
fungieren.  
Die Anbindung der Leukozyten an die Thrombozyten findet wiederum zunächst locker über P- 
Selektin/ CD62P, das im Rahmen der Degranulation der alpha- Granula an die 
Thrombozytenoberfläche gelangt, und PSGL-1 statt.  
Die stabile Bindung und Interaktion der Monozyten und PMNL mit den Plättchen wird dann über 
Anbindung von Mac-1 (CD11b/ CD18, alphaMß2) an verschiedene thrombozytäre Adhäsions- 
und Brückenmoleküle wie GP1balpha, CD40L, ICAM- 2 und an GPIIbIIIa gebundenes 
Fibrinogen vermittelt.  
In den so entstehenden atherosklerotischen Gefäßwandläsionen kommt es zudem zur Bindung 
oxidierten Albumins an RAGE, der Rezeptor für AGEs, der von Endothelzellen im Rahmen 
entzündlicher Prozesse vermehrt exprimiert wird. Der AGE- Rezeptor spielt für die Entstehung 
von entzündlichen Gefäßerkrankungen wie der Koronaren Herzerkrankung, aber auch des 
Nierenversagens und vaskulärer Komplikationen im Rahmen des Diabetes mellitus eine 
wichtige Rolle.  
Durch die Bindung oxidierten Albumins an das Endothel, aber auch durch die Freisetzung von 
IL- 1ß durch die Thrombozyten und Präsentation von CD40L auf der Plättchenoberfläche wird in 
den Endothelzellen durch Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden wie der MAP- Kinase und 
des Transkriptionsfaktors Nuclear Factor kB (NFkB) die Synthese von Entzündungsmediatoren, 
z.B. des Monocyte Chemotactic Protein- 1 (MCP- 1) und IL-8, induziert. MCP- 1 bewirkt die 
chemotaktische Rekruitierung von Leukozyten an den Ort der Entzündung (Marsche et al, 
2007), während IL- 8 die feste Adhäsion der Monozyten an das Endothel fördert (Gerszten et al, 
1999). 
Zusätzlich kommt es auf der Endothelzelloberfläche NFkB- vermittelt zur Expression von 
Adhäsionsmolekülen wie E- Selektin, VCAM-1 und ICAM-1, über die Monozyten, Neutrophile 
Granulozyten und Lymphozyten an die entzündete Gefäßwand gebunden werden können.  
Über vielfältige Wechselwirkungen erfolgt so die kaskadenartige Aktivierung der involvierten 
Zellen, die sich immer weiter steigert. Monozytäre intrazelluläre Signalwege führen zur 
vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen auf der Zelloberfläche, zur Freisetzung 
verschiedener Zytokine und Chemokine wie TNFalpha und IL- 8 und zum so genannten 
„oxidative burst“ der Neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Der von Thrombozyten 
sezernierte PF4 fördert die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen, steigert ihre 
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Phagozytosekapazität und induziert den oxidative burst (Scheuerer et al, 2000; Pervushina et 
al, 2004). Dies ermöglicht schlussendlich die Diapedese der Leukozyten durch das Endothel 
und die Infiltration der Gefäßwand. Sezernierte thrombozytäre MMP-2 tragen zur 
Gewebedegradation bei.  
Die Thrombozyten sezernieren mitogene Substanzen wie TGF-ß, PDGF und Serotonin, die die 
Proliferation einer Neointima und glatter Muskelzellen stimulieren. Dabei werden die 
Muskelzellen wiederum zur Synthese von Bindegewebsproteinen (Kollagen, Proteoglykane) 
angeregt, die in der somit entstehenden atherosklerotischen Plaque abgelagert werden. Daraus 
resultiert eine Verdickung und Verhärtung der Gefäßwand, häufig mit Kalkablagerungen in den 
Plaques. Dies bedingt den Elastizitätsverlust der Gefäßwand, der mit der Ruptur der Plaques 
enden kann (May et al, 2008), (Gawaz et al, 2005), (Ross et al, 1986, 1999).  
Kommt es zu Gefäßwandläsionen, werden Proteine der extrazellulären Matrix wie z.B. vWF 
oder Kollagen exponiert. Über spezifische Rezeptoren, dem GPIb/IX/V für vWF und GPVI für 
Kollagen, binden Thrombozyten an diese Proteine. Es kommt zur Plättchenaktivierung mit 
Formänderung und Sekretion verschiedener Granula- Inhaltsstoffe. Über die Rekruitierung 
weiterer Plättchen aus dem Blutstrom kommt es schließlich zur Thrombusbildung. Die 
Plättchenaggregation mit Ausbildung intravaskulärer Thromben wird einerseits durch die von 
thrombozytären Substanzen wie TXA2, Serotonin, Thrombin und dem Plättchen aktivierenden 
Faktor (PAF) getriggerte Vasokonstriktion, andererseits durch erhöhte 
Katecholaminplasmaspiegel, wie es häufig bei Patienten mit instabiler Angina pectoris und 
Myocardinfarkten der Fall ist, unterstützt (Willerson, 1995).  
 
II.2.1.1.2 Die Lipidtheorie 
Eine andere Theorie ist die Lipidtheorie, die die Bedeutung von Fettstoffwechselstörungen wie 
der Hypercholesterinämie mit Anstieg der LDL- Fraktion für die Entstehung atherosklerotischer 
Läsionen betont. Ein wesentlicher Mechanismus der Entstehung atherosklerotischer Plaques ist 
die Aufnahme und Ablagerung der Plasmalipide und - lipoproteine in Makrophagen in der 
Gefäßwand (Ross et al, 1986).  
Das in atherosklerotischen Läsionen abgelagerte LDL ist oxidativ modifiziert. Es werden 
mehrere mögliche Mechanismen der Oxidation des LDL diskutiert. 
Zum einen gibt es Untersuchungen zur Oxidation von LDL mit Hilfe von Kupferionen. Dieser 
Mechanismus wird jedoch als ein unphysiologischer Prozess angesehen (Esterbauer et al, 
1992).  
Zum anderen wurden die oxidativen Effekte des MPO/ HOCl- Systems auf LDL untersucht (Volf 
et al 2000). Dabei hat sich gezeigt, dass die von Metallionen unabhängige Modifikation  des 
LDL durch HOCl vor allem den Proteinanteil des LDL betrifft (Heinecke, 2002). Ein 
Hauptangriffspunkt der Oxidation ist hierbei das ApoB100 (Boullier et al, 1999).  
23 
 
Bei der Lipidperoxidation werden die LDL- Partikel so umgewandelt, dass sie an den 
Scavengerrezeptor CD36 der Makrophagen in den atherosklerotischen Läsionen gebunden und 
aufgenommen werden können.  
Die Makrophagen lagern das Cholesterin der phagozytierten LDL intrazellulär ab. Durch die 
Oxidation des ApoB100 kommt es zum Affinitätsverlust am ApoB100- Rezeptor, der mit einer 
gleichzeitigen Erhöhung der Affinität am Scavengerrezeptor der Makrophagen einhergeht. 
Während der ApoB100- Rezeptor bei Anstieg der intrazelluläre Cholesterinkonzentration 
herunterreguliert wird, so dass die Aufnahme von Cholesterin in die Zellen kontrolliert werden 
kann, ist dies bei dem Scavengerrezeptor nicht der Fall. So kommt es durch unkontrollierte 
Aufnahme der oxidierten LDL in die Makrophagen zur Schaumzellbildung (Volf et al, 2000; 
Zhang et al, 2001). Die Schaumzellbildung aus Makrophagen wird dadurch zusätzlich 
unterstützt, dass die oxidierten LDL in den Makrophagen die CD36- Expression induzieren und 
so die Aufnahme der LDL in die Makrophagen erleichtern (Munteanu et al, 2006; Tu et al, 
2007). 
Darüber hinaus bewirkt oxidiertes LDL die vermehrte Freisetzung von ROS und Chemokinen, 
die PMNL, Monozyten und glatte Muskelzellen  anlocken. Die glatten Muskelzellen werden 
durch die oxidierten LDL- Proteine zur Proliferation und Synthese von Bindegewebssubstanzen 
angeregt; so kommt es zu einer Verdickung und Verhärtung der Gefäßwand. Einerseits 
stabilisiert diese fibrinöse Kappe die Plaque und schützt vor Plaqueruptur. Andererseits trägt sie 
zur Einengung und zum progressiven Verschluß des Gefäßlumens bei (Hofnagel, Robenek et 
al, 2004; Augé et al, 2004; Bachem et al, 1999).  
Die Aktivität der MPO in der atherosklerotischen Plaque führt hingegen zur Aktivierung von 
Gewebe- degradierenden MMPs, die die Vulnerabilität der Plaque und somit die Rupturgefahr 
erhöhen (Baldus et al, 2006). Zudem induzieren die durch das HOCl oxidierten LDL in 
Makrophagen die Apoptose. Das führt dazu, dass zunächst die Proliferation und 
Zellakkumulation im Subendothelium vermindert wird. Später kommt es jedoch durch die 
Apoptose zur Destabilisierung der Plaque (Munteanu et al, 2006). 
Damit befindet sich die Plaque unter dem Einfluss der MPO in einem labilen Gleichgewicht: 
zwischen Stabilisierung durch HOCl- vermittelte Induktion der Intimahyperplasie mit Proliferation 
der glatten Mediamyozyten einerseits und Destabilisierung durch MPO- vermittelte Aktivierung 
der Gewebe- degradierenden MMPs andererseits (Yang et al, 2006; Baldus et al, 2006). 
Es finden sich in atherosklerotischen Läsionen außer dem oxidierten LDL durch HOCl oxidierte 
Proteine. Die Konzentration der MPO und der durch das HOCl oxidierten Proteine im Plasma 
korrelieren mit dem Schweregrad der atherosklerotischen Veränderung (Marsche et al, 2007; 
Malle et al, 2000). Somit kann die Plasmakonzentration der MPO als Marker für das Risiko 





Es hat sich gezeigt, dass das MPO/ HOCl- System in Analogie zur Entstehung der 
Atherosklerose auch für die Entstehung von Nierenerkrankungen wie der fokalen und 
segmentalen Glomerulosklerose und der Nephrosklerose, aber auch der Glomerulonephritis 
und der interstitiellen Nephritis, z.B. bei Pyelonephritis, eine wichtige Rolle spielt (Kalantar- 
Zadeh et al, 2006, Maruyama et al, 2004).  
Dabei zeigt sich ein enger Zusammenhang zwischen dem als LDL zirkulierenden Cholesterin 
und der Entstehung glomerulärer Fettablagerungen, die schließlich zur Glomerulosklerose 
führen.  
Die zirkulierenden LDL werden von glomerulären Epithelzellen und den Mesangiumzellen 
aufgenommen. Dies induziert die Proliferation der Mesangiumzellen und die Produktion 
chemotaktischer Faktoren, die Makrophagen anlocken. Dabei produzieren die proliferierenden 
Mesangiumzellen ROS. Die MPO der infiltrierten Monozyten und PMNL katalysiert die Bildung 
von HOCl, so dass es zur Oxidation von LDL kommt. Die angelockten Makrophagen 
phagozytieren das oxidierte LDL; es kommt zur Schaumzellbildung im Mesangium (Schlondorff 
et al, 1993).  
Außerdem bilden sie ebenfalls ROS. Es lassen sich in den entzündlichen Läsionen außer den 
oxidierten LDL auch durch HOCl oxidierte Proteine nachweisen, die teilweise von den 
Mesangiumzellen und den Podozyten aufgenommen werden. Durch die ROS kommt es durch 
Halogenierung zur Degradation der glomerulären Basalmembran, die somit durchlässiger wird 
für Proteine. Insgesamt wird die glomeruläre Hämodynamik verändert.  
Im Rahmen der Tubulusdegeneration kommt es durch oxidierte Proteine zur irreversiblen 
Schädigung des Tubulusepithels. Dabei ist fraglich, ob die Tubulusepithelzellen die ROS selbst 
produzieren oder ob sie durch HOCl modifizierte Proteine aus dem Urin aufnehmen. Durch 
Produktion von chemotaktischen und zytotoxischen Faktoren wird die Entzündungsreaktion 
unterhalten und verstärkt (Malle et al, 1997).  
Ähnliche Prozesse spielen für die degenerativen Nierenerkrankungen eine Rolle und führen zu 
Komplikationen im Rahmen der Hämodialyse (Kalantar- Zadeh et al, 2006). 
 
II.2.3 Rheumatoide Arthritis 
Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch entzündliche, systemische Autoimmunerkrankung 
unbekannter Ätiologie, die in Schüben abläuft. Mit einer Prävalenz von 1-2% in der Bevölkerung 
ist sie die häufigste Gelenkentzündung, die sich vor allem im höheren Lebensalter manifestiert 
(Lefkowitz et al, 1999). Sie geht mit synovialer Proliferation und Destruktion des Gelenkknorpels 
einher (Baskol et al, 2006). 
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Als mögliches initiales Ereignis wird eine bakterielle oder virale Infektion diskutiert, die im Sinne 
einer Kreuzreaktion (molecular mimickry) eine Autoimmunreaktion gegen körpereigene 
Strukturen triggert (Lefkowitz et al, 1995).  
Für die insgesamt multifaktorielle Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis spielt die Infiltration 
der Synovia durch Neutrophile Granulozyten und Monozyten mit Bildung von ROS eine wichtige 
Rolle. Wie erwähnt, kommt es durch die ROS zur Aktivierung der Monozyten/ Makrophagen und 
zur Sekretion von Zytokinen wie IL- 1, IL- 6, IL-8 und TNFa. Der TNFa nimmt eine zentrale Rolle 
ein, indem er die Sekretion zahlreicher Zytokine und die Aktivierung von Proteasen initiiert. 
Durch IL-1 wird die weitere Degranulation der PMNL gefördert (Gelderman et al, 1998). 
Das IL- 8 bewirkt die für die Rheumatoide Arthritis typische Verminderung des 
Proteoglycananteils des Gelenkknorpels (Lefkowitz et al, 1999). Zudem wird durch das HOCl 
der Anteil des Kollagens Typ II am Gelenkknorpel erhöht (Baskol et al, 2006). Des Weiteren 
kommt es zu entzündlichen Veränderungen des Gefäßendothels.  
Aufgrund der verursachten Gewebeschädigung sind die produzierten Zytokine ein wichtiger 
Faktor für die Aufrechterhaltung und Persistenz der Entzündung. Weitere wichtige Faktoren für 
die Chronifizierung der Entzündungsreaktion sind die Aktivierung der T- Lymphozyten und die 
Bildung von Antigen- Antikörperkomplexen, die die weitere Degranulation der PMNL fördern.  
Ähnliche Mechanismen sind auch für die Entstehung chronisch entzündlicher 
Darmerkrankungen beschrieben worden (Lefkowitz et al, 1995). 
 
II.2.4 Diabetes mellitus 
Ein wichtiger kardiovaskulärer Risikofaktor ist der Diabetes mellitus. In Korrelation mit dem 
HbA1c kommt es zu einer Aktivierung der PMNL mit Freisetzung von ROS wie Superoxid und 
verschiedenen Zytokinen. Vermutlich kommt es zusätzlich durch die erhöhte 
Blutzuckerkonzentration zu Glykierung der γ- Glutamyl- Cystein- Synthase, die daraufhin 
weniger GSH produziert, so dass die antioxidative Kapazität des GSH/ GSSG- Redoxsystems 
vermindert ist. Die verminderte intrazelluläre GSH- Konzentration bedingt die Hyperreagibilität 
der Thrombozyten bei Diabetes mellitus, die zu vermehrten kardiovaskulären Komplikationen 
führen kann (Thomas et al, 1985, 1986). 
Die Insulinresistenz bedingt eine Erhöhung der Anzahl freier Fettsäuren im Blut, da die 
antilipolytische Wirkung des Insulin entfällt. Es kommt zu einer gesteigerten LDL- Synthese in 
der Leber. Zudem fördert das Insulin die Proliferation glatter Muskelzellen in der Gefäßwand. 
Insgesamt führen diese Faktoren zu einer endothelialen Dysfunktion, die die Entstehung der 
Atherosklerose begünstigt (Shurtz- Swirski et al 2001).  
Auch andere entzündliche Erkrankungen wie die chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 
und Sepsis lassen sich unter anderem auf die Aktivierung von Thrombozyten und deren 




II.3 Plättchenaktivierung durch oxidiertes LDL  
In den letzten Jahren ist das Bewusstsein für die Bedeutung der Thrombozytenaktivierung im 
Rahmen der Atherogenese gestiegen. So wurde auch deutlich, dass ein wichtiger 
Mechanismus der Thrombusformation an rupturierten atherosklerotischen Plaques die 
Aktivierung der Thrombozyten durch oxidiertes LDL ist. Es haben sich verschiedene Wege der 
Thrombozytenaktivierung durch oxidiertes LDL herauskristallisiert, die ich hier kurz skizzieren 
möchte.  
In niedrigen Konzentrationen sensibilisiert oxidiertes LDL die Thrombozyten, vermutlich über 
Bindung an CD36 und SR-A, durch Aktivierung des p38 MAPK- Weges (Korporaal et al, 2007). 
Der p38 MAPK- Weg stimuliert über die cPLA2 den Arachidonsäurestoffwechsel, es kommt 
durch die COX zur TXA2- Synthese. Das TXA2 steigert durch Bindung an den TXA2- Rezeptor 
rückkoppelnd die Plättchenaktivierung, es aktiviert den Fibrinogenrezeptor GPIIbIIIa (Shen et al, 
2007; Korporaal et al, 2005).  
Zudem weist oxidiertes LDL in Gegensatz zum nativen LDL Lysophosphatidsäure (LPA) auf, 
über die es zur Anbindung an den LPA1- und LPA3- Rezeptor der Thrombozyten kommt. Bei 
niedrigen LPA- Konzentrationen wird durch Aktivierung des Rho/ Rho- Kinasesystems die 
leichte Myosinkette des thrombozytären Zytoskeletts phosphoryliert und somit aktiviert. Dies 
induziert die Formänderung der aktivierten Thrombozyten, die ihre sphärische Gestalt aufgeben 
und sich ausbreiten. In hohen Konzentrationen steigert die LPA die Ca2(+)- Mobilisierung aus 
dem dichten tubulären System der Thrombozyten und bewirkt durch Aktivierung der 
Tyrosinkinasen Syk und Src die Aktivierung des GPIIbIIIa. In Folge kommt es zur Aggregation 
der Thrombozyten (Korporaal et al, 2007).  
Außerdem konnte ein Lecitin- like- oxLDL- Rezeptor- 1 (LOX- 1) nachgewiesen werden, der im 
Rahmen der Degranuation bei Thrombozytenaktivierung aus den alpha- Granula an die 
Thrombozytenoberfläche verlagert wird und als ein wichtiger Rezeptor für die Bindung oxidierter 
LDL an aktivierte Thrombozyten gilt. Damit könnte dem LOX- 1 eine große Bedeutung für die 
Thrombusbildung an rupturierten Plaques zukommen (Siegel- Axel et al, 2008). 
Diese Fähigkeit zur Thrombozytenaktivierung weist aber nicht nur das oxidierte LDL mit seinem 
durch HOCl modifizierten ApoB100- Anteil auf, sondern auch andere Proteine, die durch HOCl 
modifiziert wurden. Ein Beispiel dafür ist das oxidierte Albumin (Volf et al, 2000).  
 
II.4 Modifikation von Proteinen durch das MPO/ HOCl- System  
Das durch die MPO gebildete HOCl bewirkt durch Oxidation tief greifende Veränderungen der 
Proteinstruktur wie Fragmentierung der Peptidbindungen, Modifikation der Seitenketten, 
Vernetzung oder Aggregation.  
Dabei sind die schwefelhaltigen Aminosäuereste wie Cystein und Methionin besonders von den 
Modifikationen betroffen. Es entstehen Disulfide, Oxazide und Sulfoxide.  
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In geringerem Maße kommt es auch zur Modifikation anderer Aminosäureseitenketten:  
Bei der Oxidation von Lysinresten entstehen instabile Chloramine, die zu Aldehyden, Ketonen 
oder Stickstoffradikalen zerfallen. Diese können dann weitere Reaktionen eingehen (Fu et al, 
2000). Außerdem kommt es durch die Oxidation der Lysinreste zu einer Erhöhung der 
negativen Ladung des Proteins (Marsche et al, 2007). 
Die Reaktion des HOCl mit Tyrosinresten führt zur Bildung von 3- Chlorotyrosin. Dies gilt 
aufgrund seiner Spezifität als Marker zum Nachweis der Aktivität des MPO/ HOCl- Systems in 
vitro und in vivo, z.B. in atherosklerotischen Plaques. Außerdem können Tyrosinreste in 
Tyrosylradikale umgewandelt werden. Diese wiederum induzieren die Bildung von o, o’- 
Dityrosin und initiieren die Lipidperoxidation von LDL, die die Vorraussetzung für die Aufnahme 
der LDL in Makrophagen mit darauf folgender Schaumzellbildung ist (Heinecke, 2001).   
Hinzu kommt, dass das HOCl mit Nitrit reagieren kann, das im Rahmen von 
Entzündungsreaktionen in erhöhter Konzentration im Plasma vorliegt. Die dabei entstehenden 
reaktiven Stickstoffmetabolite können zur Bildung von 3- Nitrotyrosin führen (Heinecke, 2001). 
Dabei hängt das Ausmaß der Proteinmodifikation von der Konzentration des HOCl ab, da es bei 
niedrigen HOCl- Konzentrationen zunächst zu Reaktionen mit sehr reaktiven Gruppen der 
Proteine kommt. Erst bei höheren Konzentrationen werden auch weniger reaktive Gruppen 
modifiziert. So kommt es bei niedrigen HOCl- Konzentrationen erst zur Modifikation der 
Aminosäureseitenketten, bevor bei höheren Konzentrationen die Peptidbindungen angegriffen 
werden (Pattison et al, 2001). 
 
II.4.1 Modifikation von Albumin durch das MPO/ HOCl- System  
In dieser Arbeit wurde durch HOCl oxidiertes Albumin, das Immune- defense- altered human 
serum albumine (Idea- HSA), zur Aktivierung der Thrombozyten und Monozyten verwandt 
(Patent DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10. 2000, von Martin F. Brodde und Beate E. 
Kehrel). Die Oxidation von Albumin spielt bei der oxidativen Modifikation von Proteinen durch 
HOCl eine besondere Rolle (Capeillere- Blandin et al., 2004). 
Albumin ist mit einer Konzentration von 0,58 mM das am häufigsten vorkommende 
Plasmaprotein. Es erfüllt zahlreiche Aufgaben: es hält den kolloidosmotischen Druck aufrecht 
und fungiert als Transportprotein für vielfältige Substanzen wie Metallionen, Fettsäuren, 
Cholesterol, Medikamente (Roche et al, 2008). Aufgrund der großen Albuminmenge im Plasma 
fungiert das Albumin als wichtigstes extrazelluläres Antioxidant: insbesondere der einzelne 
Cysteinrest an Stelle 34, dessen SH- Gruppe zu 70- 80 % reduziert vorliegt und ca. 80 % der im 
Plasma vorliegenden freien SH- Gruppen ausmacht, ist für die Neutralisierung von Radikalen 
von Bedeutung. Die recht niedrige Reaktivität des Cystein 34- Rests wird durch die große 
Menge des Albumins im Plasma kompensiert (Carballal et al, 2003; 2007). Die restlichen 
Cysteinreste des Albumins liegen hauptsächlich als gemischte Disulfide mit im Plasma 
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vorkommenden LMWT oder GSH vor. Teilweise sind die Cysteinreste auch zu Sulfonsäuren 
oxidiert.  
Im Rahmen entzündlicher Erkrankungen wie der Atherosklerose, dem Diabetes mellitus und 
dem chronischen Nierenversagen mit Urämie kommt es zur oxidativen Modifikation von 
Proteinen. Dabei spielt die Oxidation von Plasmaalbumin eine wesentliche Rolle (Capeillere- 
Blandin et al., 2004). Als Transportprotein dient das Albumin unter anderem dem Transport der 
MPO. Somit ist es unmittelbar dem oxidativen Einfluss des durch Katalyse der MPO 
produzierten HOCl ausgesetzt (Marsche et al, 2007). Die Cystein- SH- Gruppe am Cystein 34 
des Albumins ist dem im Rahmen des oxidative burst der PMNL und Monozyten gebildeten 
H2O2 und dem HOCl zugänglich (Di Simplicio et al, 1991; Soriani et al, 1993). Das Albumin 
vermag das HOCl zu neutralisieren, jedoch wird es durch das HOCl selbst oxidativ modifiziert.  
Bislang wurde das oxidativ modifizierte Albumin im Vergleich zu der großen Menge des 
Albumins als biologisch insignifikant angesehen. Es wurde argumentiert, dass oxidativ 
modifiziertes Albumin schnell aus der Zirkulation entfernt und abgebaut würde. Es zeigte sich 
jedoch, dass durch HOCl- modifiziertes Albumin an den Arterienwänden bindet und das 
Endothel schädigt. Darüber hinaus fördert das oxidierte Albumin die MCP-1- Expression auf 
Monozyten (Roche et al, 2008) und den oxidative burst der Monozyten und PMNL (Liu et al, 
2006; Witko- Sarsat et al., 2003). Außerdem aktiviert es Thrombozyten, indem es an CD36 
bindet (Patentschrift Brodde, Kehrel, 2000; Brodde et al, 2005)). 
 
II.5 ROS- Inhibitoren 
Von vielen strukturell sehr unterschiedlichen Substanzen ist bekannt, dass sie im Körper 
antioxidative und antithrombotische Wirkungen entfalten. Einige dieser Substanzen kommen in 
Nahrungsmitteln vor, andere sind als Heilpflanzen seit langem Teil der Volksmedizin. 
Ich möchte hier die Substanzen vorstellen, deren Einfluss auf die Thrombozyten- und 
Monozytenaktivierung ich im Rahmen meiner Arbeit weiteruntersucht habe. 
Zunächst möchte ich die Gruppe der Flavonoide vorstellen. 
 
II.5.1 Flavonoide 
Die Flavonoide bilden eine Klasse sekundärer Phenole, die in vielen Lebensmitteln wie Wein, 
Tee, Gemüsen, Früchten und Kakao vorkommen. 
Sie unterscheiden sich in ihrer Struktur hinsichtlich der Auswahl und Anordnung ihrer 
Substituenten, z.B. OH-, CH3- Gruppen oder Glycoside, und in der Verbindung zwischen A- 
und B- Ring. Die Flavonoide Quercetin und Kaempferol besitzen die gleiche Grundstruktur, sie 
unterscheiden sich nur in der Anzahl der substituierten OH- Gruppen.  
In Abhängigkeit von ihrer Struktur erfüllen die Flavonoide vielfältige Aufgaben im Körper: 
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Einige Flavonoide bewirken eine Vasodilatation und Spasmolyse, andere hemmen 
asthmatische Reaktionen, die Mastzelldegranulation und die Funktion der Leukozyten und 
wirken somit antiinflammatorisch (Landolfi et al, 1983).  
Weiterhin neutralisieren sie durch Elektronentransfer freie Radikale, die bei Anoxie, Lipid- 
Autooxidation und Entzündung entstehen, z.B. a- Tocopherolradikale oder ROS (Butkovic et al, 
2004). 
Die Reaktion der Flavonoide mit diesen Radikalen wird vermutlich über ihre Hydroxylgruppen 
vermittelt (Butkovic et al, 2004). 
Als Metallionenchelatoren, z.B. von Fe3+ und Al3+, können Flavonoide überschüssige Ionen 
abfangen, die bei der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen eine Rolle spielen könnten. 
Zudem aktivieren sie antioxidativ wirksame Enzyme wie z.B. die Katalase. Es konnte eine 
Korrelation zwischen dem reduzierenden Potential der Flavonoide und ihrer antioxidativen 
Kapazität aufgezeigt werden (Butkovic et al, 2004). 
Zudem hemmen Kaempferol, aber auch Quercetin die Monoamino- Oxidase (MAO). So können 
sie der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen entgegenwirken. (Sloley et al, 2000). 
Flavonoide hemmen verschiedene Proteinkinasen, unter anderem die PI3K. Die PI3K trägt 
zwischen zwei „Schlaufen“ eine ATP- Bindungsstelle im katalytisch aktiven Zentrum, an die die 
Flavonoide binden können. Es handelt sich um eine kompetitive Hemmung. Ein ähnlicher 
Mechanismus ist für die Hemmung anderer Kinasen durch Flavonoide bekannt (Walker et al, 
2000). 
Via Hemmung der COX-2 hemmen die Flavonoide die TXA2- Synthese und damit die 
Thrombozytenaggregation (Tzeng et al, 1991).  
Auch der PAF (=platelet activating factor) wird durch Flavonoide gehemmt. Der Mechanismus 
der Hemmung des PAF durch Flavonoide ist noch unklar, aber es könnte sich um eine 
kompetitive Hemmung der Bindung des PAF an den Rezeptor handeln (Ling et al, 2007). 
 
II.5.1.1.1 Quercetin  
Quercetin ([2-(3, 4-dihydroxyphenyl)-3, 5, 7- trihxdroxy-4H-1-benzopyran-4-one]) kommt in 
hohen Konzentrationen in Zwiebeln, Äpfeln, Tee und Wein vor und wird sehr gut im Darm 
aufgenommen (Hubbard et al, 2004). Die Konzentration im Rotwein liegt in Abhängigkeit von 
der Weinsorte bei 50- 100 µmol/L (Pace- Asciak et al, 1995).   
Das Quercetin interferiert an mehreren Stellen mit der ROS- Synthese: es vermag die 
enzymatische Aktivität der MPO direkt kompetitiv zu hemmen und das HOCl zu neutralisieren 
(Pincemail et al, 1988). 
Quercetin interferiert bei Thrombozytenaktivierung durch Kollagen mit verschiedenen 
intrazellulären Signalwegen, die dem GPVI, dem Kollagenrezeptor der Thrombozyten, 
nachgeschaltet sind: zu nennen sind die Tyrosinkinase Syk, die PLCγ2 und die PI3K (Hubbard 
et al, 2004). Die Hemmung der PLC resultiert durch verminderte Freisetzung von Ca2+ aus den 
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intrazellulären Speichern in einer abgeschwächten Plättchenaggregation (Pace- Asciak et al, 
1995). 
Die Hemmung der PI3K und damit des Inositol- Pfades durch Quercetin resultiert in 
verminderter ROS- Produktion wie H2O2, die mit erhöhter Verfügbarkeit von NO einhergeht 
(Sheikh Arshad Saeed et al, 2007). Auch auf die Aktivität der PMNL hat das Quercetin 
hemmenden Einfluss, da die PI3K an vielfältigen Prozessen wie Chemotaxis, Motilität und 
Phagozytoseaktivität beteiligt ist (Sheikh Arshad Saeed et al, 2007). 
Zudem senkt das Quercetin, durch die PKC vermittelt, die Aktivität der NADPH- Oxidase. Diese 
synthetisiert  das Superoxidanion O2(-). Das O2(-) bildet mit NO Peroxynitrit, so dass die 
hemmende Wirkung des NO auf die Thrombozytenaktivität neutralisiert wird (Choi et al, 2002). 
Durch Reduktion der O2(-)- Bildung bleibt das NO als solches erhalten und verhindert durch 
verminderte Freisetzung von Ca2+ die Degranulation der Vesikel und schließlich die 
Thrombozytenaggregation. Außerdem bewirkt das NO die Downregulation des GPIIbIIIa. Durch 
Downregulation des GPIIbIIIa kann weniger Fibrinogen fest binden. Zudem werden weniger 
Thrombozyten rekrutiert, so dass das Thrombuswachstum z.B. an atherosklerotischen Plaques 
verlangsamt wird (Pignatelli et al, 2006).  
Das Quercetin vermag an die thrombozytäre Zellmembran zu binden, wenn die Thrombozyten 
am Endothel adhärieren. Die am entzündlich veränderten Endothel haftenden Thrombozyten 
produzieren ROS, es kommt zur Lipidperoxidation. Dadurch wird die Prostacyclin- und EDRF- 
Synthese des Endothels gestört. In dieser Situation wirkt das Quercetin antithrombotisch, da es 
die von den adhärierenden Thrombozyten gebildeten ROS wegfängt und es so dem Endothel 
ermöglicht, Prostacyclin und EDRF zu produzieren (Gryglewski et al, 1987). 
Über den Einfluss des Quercetin auf die COX gibt es unterschiedliche Meinungen. Im 
Allgemeinen hemmen die Flavonoide über die COX-2 die TXA-2- Produktion (Pignatelli et al, 
2000). Tzeng et al (1991) jedoch berichten,  Quercetin hemme nicht wie die anderen 
Flavonoide über die COX-2 die TXA2- Produktion, sondern den Lipoxygenase- Pfad und damit 
die Synthese von Hepoxilin. Dies vermittelt die Ca2+- Mobilisation bei Zellaktivierung, die 
Erhöhung der Gefäßwandpermeabilität und die Aktivierung neutrophiler Granulozyten (Pace- 
Asciak et al, 1995). Kim et al (2008) hingegen haben beobachtet, dass Quercetin auch die COX 
hemmt. Swies et al (1984) vermuten jedoch, dass sowohl die Hemmung der COX-2 als auch 
die Hemmung der 12- LOX und 15- LOX durch Quercetin in vivo keine große Rolle spielt, da zur 
Hemmung in vitro unphysiologisch hohe Konzentrationen des Quercetin nötig seien.  
Zudem hemmt es den Plättchen-aktivierenden Faktor (PAF) vermutlich durch kompetitive 
Blockade des PAF- Rezeptors (Ling et al, 2007). 
Ähnlich wie Kämpferol senkt Quercetin die Synthese endothelialer Adhäsionsmoleküle wie 
VCAM-1, ICAM-1 und E- Selectin, außerdem hemmt es die Induktion der iNOS und der COX-2. 




Die Hemmung der PI3K durch Quercetin spielt für den antiproliferativen Effekt des Quercetin 
auf Tumorzellen eine Rolle (Gulati et al, 2006).  
 
II.5.1.1.2 Kämpferol 
Das in den Blättern des Gingko biloba vorkommende Flavonoid Kämpferol ist ein Aglykon, das 
sich strukturell vom Quercetin nur dadurch unterscheidet, dass es im B- Ring nur eine 
Hydroxylgruppe trägt anstelle der zwei Hydroxylgruppen des Quercetins. Das Kämpferol ist sehr 
stark antioxidativ wirksam: da es nur eine Hydroxylgruppe an seinem B- Ring trägt, wird bei 
Abgabe eines H(+)/ e(-) an einen Radikal ein aufgrund einer p- Quinon- Methid- Struktur sehr 
stabiler Kämpferol- Radikal ausgebildet (Butkovic et al, 2004). Dies erleichtert die Reaktion des 
Kämpferol mit den Radikalen.  
Als sehr starker Radikalfänger hat es neuroprotektive Effekte: es schützt die Nervenzellen vor 
Peroxidation der mitochondrialen Membran und vor dem Verlust des mitochondrialen 
Membranpotentials (Silva et al, 2008). Diese neuroprotektiven Effekte werden dadurch 
verstärkt, dass Kämpferol auch die MAO A und B hemmt (Sloley et al, 2000).  
Seine antiinflammatorischen Wirkungen werden durch Hemmung der Cytokinproduktion z.B. 
von TNF-alpha, IFN-γ und IL-2 vermittelt (López- Posadas et al, 2008). Ähnlich wie Quercetin 
senkt Kämpferol die Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle wie VCAM-1, ICAM-1 und E- 
Selectin, außerdem hemmt es die Induktion der iNOS und der COX-2. Weiterhin vermindert es 
die Aktivität des NFkB und des Activator Protein-1 (AP-1) (Garcia- Mediavilla et al, 2007; 
Crespo et al, 2008). 
Durch Bindung oxidativ modifizierter LDL an den CD36- Rezeptor der Makrophagen kommt es 
zur Induktion der Expression des CD36 auf den Makrophagen und, durch Phagozytose der 
LDL, zur Differenzierung der Makrophagen zu Schaumzellen. Dies ist ein wichtiger 
Mechanismus, der zur Entstehung und Progression der atherosklerotischen Plaque 
entscheidend beiträgt. Das Kämpferol schützt zunächst die LDL vor Oxidation und beugt somit 
der Entstehung der oxidativ modifizierten LDL vor. Außerdem verhindert es die Induktion der 
CD36- Expression auf Makrophagen, indem es die durch den Transkriptionsfaktor PPARγ 
vermittelte mRNA- Expression senkt. Folglich kommt es auch zur verminderten Aufnahme der 
LDL in die Makrophagen. Vermutlich sind die antioxidativen Effekte und die Inhibition der CD36- 
Expression unabhängig voneinander entfaltete Wirkungen des Kämpferol (Tu et al, 2007). 
Als wichtige Mechanismen der Thrombozytenaggregationshemmung durch Flavonoide wie dem 
Kämpferol wurde zunächst durch Hemmung der COX-2 die Hemmung der TXA2- und 
Prostaglandin E2- Synthese und der Antagonismus am TXA2- Rezeptor identifiziert. Zudem 
senkt es die Synthese von NO (Tzeng et al, 1991; Kim et al, 2008). Das PGE2 wird in vivo in 
der Mikrozirkulation gebildet und verstärkt die durch andere Agonisten induzierte 
Thrombozytenaktivierung. So steigert es die Aggregation der Thrombozyten (Armstrong, 1996). 
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Außerdem hemmt das Kämpferol ebenso wie Quercetin den Plättchen-aktivierenden Faktor 
(PAF) (Sloley et al, 2000; Ling et al, 2007).  
Des Weiteren vermindert Kämpferol die Proliferation von Tumorzellen und induziert die 
Apoptose (Zhang et al, 2008).  
 
II.5.1.1.3 Resveratrol 
Resveratrol ist ein Polyphenol, das als Phytoalexin Pflanzen vor Pilzbefall schützt. Es findet sich 
in Nahrungsmitteln wie Rotwein, Erdnüssen, Trauben und Maulbeeren (Shen et al, 2007). 
Zudem spielt es in der japanischen pflanzlichen Volksmedizin eine Rolle.  
Als wichtiger Bestandteil des Rotweins wird das Resveratrol mitverantwortlich gemacht für das 
so genannte „French Paradox“.  
So wird die im Vergleich zu den anderen Industrieländern verminderte Inzidenz 
kardiovaskulärer Erkrankungen (St Leger et al, 1979; Renaud, de Lorgeril, 1992) in der 
französischen Bevölkerung bezeichnet. Die Tatsache, dass die Inzidenz kardiovaskulärer 
Erkrankungen trotz des häufig hohen Gehalts an gesättigten Fettsäuren in der Nahrung 
niedriger ist als in Ländern mit vergleichbarem Lebensstandard, wird darauf zurück geführt, 
dass in Frankeich zu den Mahlzeiten  oft Rotwein getrunken wird (Opie, Lecour, 2007). Dabei 
führt ein mäßiger Rotweinkonsum, der einer Aufnahme von 20- 30 g EtOH/ Tag entspricht, zu 
einer Reduktion des kardiovaskulären Risikos um ca. 40 % (Renaud, de Lorgeril, 1992).  
In Rotwein finden sich in Abhängigkeit von der Weinsorte eine Resveratrolkonzentration von 
0,1- 14 mg/l (Shen et al, 2007). 
Es existiert in einer cis- und in einer trans- Isoform, die jedoch ähnliche biologische Aktivität 
aufweisen, so dass es auf die Gesamtkonzentration von Resveratrol ankommt (Opie, Lecour, 
2007). Resveratrol gehört zur Klasse der Stilbene (C6- C2- C6), es ist ein 3, 4’, 5- Trihydroxy- 
Stilbene (Olas et al, 2006).  
Es beeinflusst hemmend vielfältige Prozesse, wie die der Kancerogenese (Juan et al, 2008; 
Chen et al, 2006), Entzündungsreaktionen (Johnson, Maddipati, 1998; Shen et al, 2003) und 
die Hämostase (Olas et al 2002, Wang et al. 2002). Zudem wirkt es anti- mutagen (Eiattar, Virji 
1999) und fungizid (Daniel et al. 1999). Für die antioxidative Wirkung des Resveratrol spielen 
die 4’- Hydroxylgruppe am Ring B und die Meta- Hydroxyl- Konfiguration am Ring A eine Rolle 
(Olas et al 2006).  
Es ist bekannt, dass die hemmende Wirkung des Resveratrol auf die Thrombozytenaggregation 
auf mehreren Mechanismen beruht:  
zunächst hemmt Resveratrol die p38MAPK, die im Rahmen der Plättchenaktivierung über eine 
Aktivierung der cPLA2 den Arachidonsäurestoffwechsel stimuliert. So kommt es letztendlich zu 
einer Hemmung der COX- vermittelten TXA2- Synthese. Ungehemmt würde das TXA2 die 
Plättchenaktivierung über Rückbindung an Gq- gekoppelte TP- Rezeptoren der 
Thrombozytenoberfläche verstärken (Jurk, Kehrel, 2005). Da dieser 
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Rückkopplungsmechanismus entfällt, wird die  Plättchenaktivität abgeschwächt (Shen et al, 
2007).  
Des Weiteren hemmt Resveratrol die PI3K (Sheikh Arshad Saeed et al, 2007), so dass das NO 
verstärkt wirksam werden kann. Es aktiviert die Guanylatcyclase, so dass der intrazelluläre 
cGMP- Spiegel steigt. Dies führt zu einer verminderten Ausschüttung von Ca2+- Ionen aus den 
Speichern des dichten tubulären Systems.  
Im Zuge des „oxidative burst“ der Neutrophilen Granulozyten und Monozyten, aber auch in 
Thrombozyten, wird durch die Reaktion des Superoxidanions O2°(-) mit dem Nitric Oxid °NO 
die hochreaktive Spezies ONOO(-) produziert. Dieses Molekül kann mit Hilfe eines 
Transportmechanismus die Zellwand der Thrombozyten durchdringen. 
ONOO(-) führt zur Oxidation von Thiolgruppen mit Ausbildung von Disulfidbrücken, so dass die 
Anzahl freier Thiolgruppen und niedermolekularer Thiole so wie z.B. GSH, Cystein und 
Cysteinglycin reduziert wird. Dies führt zu einer Veränderung des zellulären Redoxpotentials, 
das für die Regulation zahlreicher Rezeptoren und Integrine eine wichtige Rolle spielt. Zudem 
werden zahlreiche Enzyme, für deren Funktion Cysteinreste verantwortlich sind, durch 
Disulfidbrückenbildung inaktiviert.  
Schließlich scheint ONOO(-) als Signalmolekül zu wirken, das eine vermehrte Phosphorylierung 
von Proteintyrosinresten hervorruft. Damit vermindert es die Plättchenfunktion. 
Resveratrol schützt die thrombozytären Thiolgruppen vor der Oxidation, indem es das ONOO(-) 
wegfängt. Die genauen Mechanismen sind jedoch noch unklar. (Olas et al, 2004).  
Außerdem hemmt Resveratrol die Prostaglandinsynthese und bewirkt in den Endothelzellen 
eine Downregulation der Genexpression des interzellulären Adhäsionsmoleküls ICAM- 1 und 
NFkB, das als indirekter Biomarker für oxidativen Stress genutzt werden kann. NFkB wird in 
Situationen oxidativen Stresses von TNFalpha aktiviert und steigert wiederum die 
Thrombozytenaktivität. Die Hemmung dieses Signalwegs durch Resveratrol erklärt zumindest 
teilweise den hemmenden Effekt des Resveratrol auf die Thrombozytenaktivität (Opie, Lecour, 
2007). 
In Monozyten hemmt das Resveratrol die Gentranskription von Entzündungsmediatoren wie 
dem IL- 8 (Shen et al, 2003). 
Des Weiteren hemmt Resveratrol die durch Angiotensin II (AT-II) induzierte Hypertrophie der 
Kardiomyozyten und Proliferation kardialer Fibroblasten. Somit wirkt Resveratrol dem 
Remodeling und den Komplikationen in reperfundierten Myokardarealen nach Herzinfarkt 
entgegen. Zudem senkt es die durch AT-II induzierte ROS- Synthese und die Oxidation von 
LDL (Ivanov et al, 2001). 
In hohen Dosen agiert Resveratrol als Agonist des Sirtuin-1, das als Histon- Deacetylasen 
durch Deacetylierung das p53 inaktiviert. P53 gilt als Marker für die Alterung von Zellen. Durch 
die Inaktivierung des p53 kann die Lebensspanne z.B. von Kardiomyozyten bei Herzinsuffizienz 
oder von Nervenzellen bei Demenz verlängert werden.  
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In vivo beeinflusst Resveratrol zahlreiche weitere Stoffwechselprozesse: so steigert es z.B. die 




Das Parthenolid ist ein pflanzliches Sesquiterpenlacton, das schon seit langem in der Medizin 
der Einwohner Mexikos zur Behandlung von Entzündungen, Fieber, Migräne, Asthma und 
Arthritis verwendet wird (Herrera et al, 2005; López- Franco et al, 2006). Die Pflanze, aus dem 
es gewonnen wird, heißt Tanacetum parthenium und wird auch Feverfew genannt (Bork et 
al.1996). Sie gehört zur Familie der Asteraceä (Tassorelli et al, 2005).  
Das Parthenolid besitzt eine alpha, ß- ungesättigte Carbonylstruktur. Je nach Anzahl der alpha, 
ß- ungesättigten Carbonylgruppen unterscheidet man mono- und bifunktionale 
Sesquiterpenlactone, wobei die bifunktionalen Sesquiterpenlactone reaktiver sind als die 
monofunktionalen Sesquiterpenlactone; Parthenolid ist bifunktional.  Das aktive Zentrum des 
Parthenolid ist das alpha - Methylenbutyrolacton (Tassorelli et al, 2005).  
Es ist bekannt, dass Parthenolide vielfältige Wirkungen aufweist. 
Über die Carbonylstruktur kann das Parthenolid in Form einer Michael- Addition mit 
Nucleophilen, insbesondere mit Cystein- SH- Gruppen, reagieren (Garcia- Pineres et al, 2004). 
Es kommt zur Alkylierung der SH- Gruppen,  z.B. von Protein- Cysteinresten, so dass die SH- 
Gruppen neutralisiert werden. Dieser Mechanismus spielt bei der Hemmung des 
Transkriptionsfaktors NFkB, der die Genexpression zahlreicher Zytokine und 
Adhäsionsmoleküle im Rahmen von Entzündungsreaktionen reguliert, eine Rolle (Bork et al, 
1997; Hehner et al, 1999; Garcia- Pineres et al, 2004), so dass das Parthenolid 
antiinflammatorisch wirksam wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des NFκB 
unabhängig von den antioxidativen Eigenschaften des Parthenolid stattfindet (Herrera et al, 
2005).  
Außerdem hemmt es die Degranulation von PMNL und Mastzellen (Heptinstall et al, 1987). In 
atherosklerotischen Läsionen lassen sich bei mit Parthenolid behandelten Mäusen durch 
verminderte Expression des Chemokins MCP-1 weniger Monozyten nachweisen, zudem sind 
die Plaques durch einen höheren Anteil an VSMC stabiler, so dass die Gefahr der Ruptur 
vermindert ist (López- Franco et al, 2006).  
Es konnte gezeigt werden, dass Parthenolid in vermutlich ähnlicher Weise auf Thrombozyten 
die Anzahl der freien SH- Gruppen und die intrazelluläre GSH- Konzentration vermindert 
(Heptinstall et al, 1987), so dass es zur Oxidation zentraler Protein- SH- Gruppen mit 
Disulfidbrückenbildung kommen kann, die zelluläre Proteine inaktiviert. Das ist eine mögliche 
Erklärung für die Hemmung der Thrombozytenaggregation und Serotoninfreisetzung aus 
thrombozytären Granula durch Parthenolid (Heptinstall et al.1985, 1987 und 1990). Außerdem 
verhindert es in Thrombozyten durch Hemmung zellulärer Phospholipasen die Aufnahme und 
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Freisetzung von Arachidonsäure aus den Phospholipiden der Zellmembran, die für die TXA2- 
Synthese notwendig ist (Loesche et al, 1988; Makheja et al, 1982) und hemmt die Ausbreitung 
der  Thrombozyten und die Thrombusformation bei Exposition von Kollagen (Loesche et al, 
1988).  
Durch Apoptoseinduktion und Zellwachstumshemmung wirkt das Parthenolid maligner 
Entartung entgegen (Ross et al, 1999; Wen et al, 2002; López- Franco et al, 2006).  
Es hat sich gezeigt, dass der intrazelluläre Redoxstatus für die Regulation von Zellzyklus und 
Zellüberleben eine wichtige Rolle spielt. Da GSH das wichtigste intrazelluläre Antioxidans ist, 
führt ein durch Parthenolid hervorgerufener GSH- Mangel in Tumorzellen zum Zelltod. Dabei ist 
es von Bedeutung, die unterschiedlichen Wirkungen des Parthenolide auf entartete und nicht 
entartete Zellen zu differenzieren. In nicht entarteten Leberzellen zeigt es antioxidative 
Wirkungen durch Steigerung der intrazellulären GSH- Konzentration (Wen et al, 2002).  
Des Weiteren hemmt es die durch Lipopolysaccharide induzierte NO- Bildung und Aktivierung 
der induzierbaren NO- Synthase (Tassorelli, 2005). 
 
II.5.3 Taurin 
Die Aminosäure Taurin ist die am häufigsten im Körper frei vorkommende Aminosäure, die nicht 
dem Aufbau von Proteinen dient. Sie wird mit der Nahrung aufgenommen oder aus Methionin 
oder Cystein gebildet (Atmaca, 2004). Sie lässt sich in vielen Geweben nachweisen, 
insbesondere jedoch im Nervengewebe, in Thrombozyten, in Entzündungszellen wie PMNL und 
in der Retina. Es moduliert die neuromuskuläre Erregung durch eine Regulation des 
Calciumflusses in den Zellen. Ein möglicher Mechanismus dieser Regulation ist die Erhöhung 
der intrazellulären GSH- Konzentration und die Hemmung der Peroxidsynthese. Es konnte 
gezeigt werden, dass der intrazelluläre GSH- Spiegel die Reaktivität der Thrombozyten 
beeinflusst: während es bei Patienten mit Diabetes mellitus aufgrund der erniedrigten GSH- 
Konzentration zu einer Überempfindlichkeit der Thrombozyten mit erhöhter Gefahr 
kardiovaskulärer Komplikationen kommt (Thomas et al, 1986), schützt das Taurin durch erhöhte 
GSH- Spiegel vor erhöhter Reagibilität der Thrombozyten. Die Hemmung der Peroxidsynthese 
führt zu verminderter TXA2- Synthese, so dass die Aggregation gehemmt wird (Hayes et al, 
1989).  
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Taurin die PAF- induzierte Ca2+- Freisetzung aus 
den intrazelllären Speichern hemmt (Atahanov et al, 1992). 
Außerdem fungiert das Taurin als wichtiger Radikalfänger von ROS (Atmaca, 2004), der die 
Entwicklung  atherosklerotischer Läsionen mindert (Malle et al, 2000) und die NFkB- abhängige 
Expression von MCP- 1 in Endothelzellen hemmt (Marsche et al, 2007), so dass weniger 
Monozyten chemotaktisch zum Ort der Entzündung gelockt werden.  
Bei der direkten Reaktion von Taurin mit dem im Rahmen des oxidative burst entstehenden 
HOCl bildet sich Chlorotaurin (Taurin- Chloramin). Das Chlorotaurin vermindert durch 
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Hemmung der induzierbaren NO- Synthase die NO-  Sekretion  und die Sekretion von TNF 
durch aktivierte Makrophagen. Zudem hemmt es die Bildung von Superoxiden (Atmaca, 2004).  
 
II.5.4 Carnosin 
Carnosin ist ein in Muskelgewebe vorkommendes Dipeptid, das ß- Alanyl- L- Histidin. 
Es wirkt antioxidativ durch Interaktion mit freien Radikalen, z.B. Peroxyl- oder 
Hydroxylradikalen, dem Superoxidanion des Sauerstoffs oder mit HOCl, das es durch Bildung 
eines stabilen Chloramin- Komplexes neutralisiert. Ebenso werden Produkte der Lipid- 
Oxidation gebunden und so neutralisiert. 
Aufgrund dieser antioxidativen Wirkung kann es bei der Behandlung von Katarakt, bei 
Hautverbrennungen, zur Unterstützung der Wundheilung und allgemein bei 
Entzündungsreaktionen eingesetzt werden. 
Im Thrombozyten aktivieren NO und freie Radikale, die in Situationen oxidativen Stresses, z.B. 
bei Ischämie, entstehen, die Guanylatcyclase, so dass die intrazelluläre cGMP- Konzentration 
ansteigt. Dies wird dadurch erklärt, dass das NO mit dem Häm- Eisenion der Guanylatcyclase 
einen Nitrosyl- Häm- Komplex ausbildet, der die Guanylatcyclase aktiviert.  
Die freien Radikale aktivieren die Guanylatcyclase durch Oxidierung labiler SH- Gruppe an der 
Oberfläche des Enzyms.  
Von Carnosin wiederum ist bekannt, dass es mit divalenten Kationen wie z.B. dem Fe2+ 
Chelatkomplexe bilden kann. Es wird daher angenommen, dass das Carnosin die 
Guanylatcyclase und damit die cGMP- Synthese durch Chelatkomplexbildung mit dem Häm- 
Eisenion hemmen könnte. Dabei ist es möglich, dass das NO und das Carnosin um die gleiche 
Bindungsstelle an dem Enzym konkurrieren, da in Gegenwart von Carnosin die NO- Wirkung 
auf die Guanylatcyclase vermindert ist. 
Zudem könnte das Carnosin die Oxidation der SH- Gruppen des Enzyms durch Interaktion mit 
den Radikalen und so die Enzymaktivierung verhindern.  
(Severina et al., 1999)  
 
II.5.5 Lipoamid 
Bei Lipoamid handelt es sich um ein Derivat der Liponsäure, wobei sich die Effekte beider 
Substanzen überschneiden.  
Bei der in Pflanzen und Tieren vorkommenden Liponsäure handelt es sich um die oxidierte 
Form der 6,8- Dimercapto- Octansäure, die 1,2- Dithiolan-3- Pentansäure (Atmaca, 2004). Sie 
besteht aus einem 1,2- Dithiolanring, der in a- Position mit einer 5 C- Carboxylseitenkette 
verbunden ist. Der Dithiolanring spielt für die antioxidativen Eigenschaften der Liponsäure eine 
wichtige Rolle, da es bei der Reaktion der Liponsäure mit dem Radikal HOCl zur Bildung von 
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Thiosulfinat kommt. Anstelle der Carboxylgruppe der 5-C- Seitenkette trägt das Lipoamid eine 
Amidgruppe. 
Es konnte gezeigt werden, dass auch Liponsäure- Derivate wie das Lipoamid in gleichem Maße 
wie die Liponsäure gegenüber HOCl antioxidativ wirksam sind. Jedoch kommt es vermutlich bei 
Lipoamid nicht zur Ausbildung von Thiosulfinat, sondern durch die Interaktion mit der 
Amidgruppe von einer instabilen Chloraminverbindung (Biewenga et al, 1994).  
In einer Untersuchung zur Verminderung von oxidativem Stress, der durch Acrolein, einen 
Bestandteil des Zigarettenrauchs, hervorgerufen wird, zeigte sich, dass Lipoamid die durch das 
Acrolein hervorgerufene mitochondriale Dysfunktion und die oxidativen Schäden vermindert, 
außerdem die zelluläre antioxidative Kapazität steigert. Im Vergleich war hierbei das Lipoamid 
effektiver als die Liponsäure (Li et al, 2008).  
Außerdem agieren die Liponsäure und das Lipoamid als Chelatoren von Übergangsmetallionen 
(Voloboueva et al, 2005, Persson et al, 2001) und Schwermetallen (Salinthone et al, 2008).  
Durch die Bindung des Eisens in Chelatkomplexen wirken sowohl die Liponsäure als auch das 
Lipoamid membranstabilisierend, indem sie die Ruptur der Lysosomen verhindern und somit die 
Zellen vor Schädigung und Apoptose schützen. Dabei ist das Lipoamid wirksamer als die 
Liponsäure, da es sich als schwache Base besser im sauren Milieu der Lysosomen anreichert 
(Voloboueva et al, 2005, Persson et al, 2001, Persson et al, 2005). 
 
II.6 Herzunterstützungssysteme 
II.6.1 Einsatz und Folgen des Einsatzes von Herzunterstützungssystemen 
Ursprünglich zur Unterstützung der postoperativen Entwöhnung der Patienten von der Herz- 
Lungen- Maschine entwickelt, werden Herzunterstützungssysteme (Left Ventricular Assist 
Device= LVAD) heute routinemäßig zur langfristigen mechanischen Kreislaufunterstützung bei 
ca. 25- 50 % der Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz (NYHA IV) zur Überbrückung der Zeit 
bis zur Herztransplantation (HTx) eingesetzt (Schmid et al, 2005; Richards et al, 2007). Weltweit 
leiden ca. 15 Millionen Menschen unter schwerer Herzinsuffizienz, die Anzahl der 
Neuerkrankungen beträgt jährlich etwa 1 Mio. (BerliNews, 2003). Jedoch gibt es zu wenige 
Spenderorgane, so dass die durchschnittliche Wartezeit der Patienten bis zur HTx in vielen 
europäischen Ländern 10- 12 Monate beträgt. Häufig versterben die Patienten in der 
Zwischenzeit. Mit Hilfe der LVAD kann diese Wartezeit bis zur HTx überbrückt werden. 
Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind vielfältig: als mögliche Ursachen für das schwere 
Herzversagen wurden der akuter Myokardinfarkt, die idiopathische dilatative Kardiomyopathie, 
die akute Myokarditis, die ischämische Kardiomyopathie oder auch die Chagas- Krankheit 
beschrieben (Schmid et al, 2005). Dementsprechend unterschiedlich sind die Patienten, die von 
einem LVAD profitieren: das Durchschnittsalter der Patienten liegt bei etwa 50 Jahren, bei einer 
Altersspanne vom Säugling (3.LM) bis zum Greis (77.LJ) (Drews et al, 2006; Schmid et al, 
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2005; Hetzer et al, 2004; Hoshi et al, 2006). Die mittlere Unterstützungszeit lag je nach Studie 
bei 94 Tagen (Drews et al, 2006) bzw. bei 162 Tagen (Hoshi et al, 2006). Als längste berichtete 
Unterstützungszeit werden 1071 Tage angegeben (Hoshi et al, 2006).   
Die zahlreichen Komplikationen, die das Langzeitüberleben der Patienten gefährden, umfassen 
bei ca. 35 % der Patienten frühe und späte Blutungen, auch aufgrund der intensiven 
Antikoagulation. Jedoch kommt es in ca. 30% der Fälle trotz Antikoagulation zu 
thrombembolischen, häufig cerebralen, Infarkten. Überdies spielen Multiorganversagen, 
Dysfunktion der Pumpe, Infektionen und Rechtsherzversagen eine wichtige Rolle. Ein 
entscheidender Aspekt ist in diesem Zusammenhang die Vorbeugung eines 
Rechtsherzversagens durch Verminderung des pulmonalarteriellen Widerstands bei 
Verbesserung der linksventrikulären Pumpfunktion. 
Bei manchen Patienten wurde eine gestörte Pumpenfunktion durch Thromben vermutet, die 
aber durch erhöhte Antikoagulation in Griff bekommen werden konnte. Es konnte jedoch keine 
Hämolyse nachgewiesen werden (Hoshi et al, 2006; Schmid et al, 2005).  
Als häufigste Todesursache trat dabei ein Multiorganversagen auf, gefolgt von 
cerebrovaskulären Komplikationen, an dritter Stelle von Rechtsherzversagen (Hoshi et al, 
2006). Jedoch konnten auch ca. 20% der Patienten mit Unterstützung durch den LVAD mit 
guter Lebensqualität zu Hause leben (Schmid et al, 2005; Shinn, 2005; Hoshi et al, 2006). 
Ebenso war je nach Ursache der Herzinsuffizienz die Erholung der eigenen Herzfunktion 
möglich, so dass der LVAD wieder explantiert werden konnte (Hetzer et al, 2004).  
Die hohe Rate thrombembolischer Komplikationen lässt sich durch den Kontakt des Blutes mit 
der körperfremden Oberfläche der Pumpe, die veränderten rheologischen Bedingungen des 
Blutstroms in der Pumpe und die verminderte Bewegung des Blutflusses im körpereigenen 
Herzen erklären (Fries et al, 2003). Schmid et al (2005) vermuteten, dass die meisten Emboli, 
die Komplikationen verursachen, aus dem nativen Herzen stammen, da in explantierten LVAD 
keine Thromben gefunden wurden.  
Somit ist postoperativ eine intensive Antikoagulation der Patienten erforderlich.  
Es ist üblich, am ersten postoperativen Tag kein Antikoagulanz zu geben. Nach 12- 24h wird 
mit der intravenösen Gabe von Heparin begonnen. Der angestrebte Zielwert der partiellen 
Thromboplastinzeit (PTT) sind 60- 80 sec. 
Nach Entfernung der Drainagen kann je nach Thrombozytenfunktion mit 100 mg ASS 
antikoaguliert werden, nach Stabilisierung des Patienten auch mit Clopidogrel. Langfristig wird 
Phenprocoumon zur oralen Antikoagulation genutzt. Die angestrebte INR (International 
Normalized Ratio) liegt bei 2,5- 4 (Schmid et al, 2005). 
Durch den Kontakt des Blutes mit der körperfremden Oberfläche des 
Herzunterstützungssystems und den veränderten rheologischen Bedingungen des Blutstroms 
wird in den Patienten eine chronische Entzündungsreaktion mit erhöhtem oxidativen Stress 
ausgelöst und unterhalten. 
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Es ist daher für die Senkung der Morbidität und der Mortalität von Patienten, die mit einem 
LVAD versorgt wurden, von essentieller Bedeutung, Substanzen zu finden, die zum einen 
antikoagulativ, zum anderen antioxidativ und antiinflammatorisch wirksam sind. Mit Dieser 
Arbeit wurde untersucht, ob mit dem Parthenolid eine solche Substanz identifiziert worden sein 
könnte. 
 
II.6.2 INCOR Heart (Berlin Hearts AG)    
Das Incor (Berlin Hearts AG) ist ein Herzunterstützungssystem (LVAD) zur Unterstützung des 
linken Ventrikels, das zwischen die Spitze des linken Ventrikels und die Aorta ascendens 
implantiert wird. Dieser LVAD ist ein Axialflusssystem, das einen nicht- pulsatilen, sondern 
laminaren Blutstrom erzeugt. Es ist mit einem Durchmesser von 30 mm, einem Volumen von 80 
ml und 200g Gewicht kleiner als die früheren LVAD. 
Der Blutstrom, der über die an der Herzspitze implantierte Einflusskanüle aus dem linken 
Ventrikel des eigenen Herzens kommt, wird zunächst in einen gleichmäßigen Fluss 
umgewandelt. Dann wird der Blutstrom in den Beschleuniger dirigiert. Der sich in der Pumpe 
drehende Rotor mit seinen axial angeordneten Rotorblättern ist der einzige Teil der Pumpe, der 
sich bewegt. Das Funktionsprinzip des Rotors entspricht dem einer archimedischen Schraube: 
der Blutstrom wird beschleunigt und beginnt zu rotieren.  
Der Rotor ist, ohne die Wand des Gehäuses oder andere Teile des LVAD zu berühren, mit Hilfe 
von zwei Elektromagneten magnetisch gelagert. Auf diese Weise wird die Reibung zwischen 
der Schraube und der Wand des LVAD minimiert, so dass Rotationgeschwindigkeiten bis zu 
10000 rpm möglich werden. Bei einem Widerstand von 150 mmHg entspricht dieser 
Rotationsgeschwindigkeit ein potentiell mögliches Herzzeitvolumen (HZV) von 7l/ min (Schmid 
et al, 2005). Tatsächlich lässt sich bei einem Widerstand von 100 mmHg bei einer 
Rotationsgeschwindigkeit von ca 2400 rpm ein HZV von 6l/min. erreichen (Hoshi et al, 2006).  
Durch die fehlende Reibung des Rotors ist die mechanische Effizienz des Motors bei geringem 
Energieaufwand (<4W) sehr hoch (>90%). Damit wird eine Hitzeentwicklung durch den Motor 
weitgehend vermieden. Zudem sind die Verschleißerscheinungen minimal, so dass dieser 
LVAD auch für die längerfristige Unterstützung von Patienten geeignet ist. Da die Reibung fehlt, 
arbeitet der LVAD fast geräuschlos.  
Auf den Beschleuniger folgt ein stationärer Diffusor, der die Rotation des Blutstroms herabsetzt 
und den Blutdruck, der das Blut in die Aorta transportiert, erhöht. 
Die Verbindungsstücke zwischen dem LVAD und dem Herzen bzw. der Aorta sind aus Silikon. 
Das Pumpengehäuse des LVAD ist aus Titan. Die Oberflächen der Pumpe, die mit Blut in 
Berührung kommen, sind nach dem Carmeda- Prozess mit Heparin überzogen, das auf diese 
Weise kovalent an der Pumpenoberfläche bindet. 
Die Energiebereitstellung für den Motor und die Steuerung erfolgt über ein Kabel, das durch die 
Haut nach außen geführt wird und an das eine Kontrolleinheit und an zwei Batterien 
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angeschlossen sind, die der Patient in einer Tasche mit sich trägt (Schmid et al, 2005). Die 
wieder aufladbaren Batterien reichen für 10-12 h. Die Kontrolleinheit zeigt die funktionellen 
Pumpenparameter an und gibt im Fall einer Dysfunktion Alarmsignale. Sie wiegen zusammen 
etwa 2,5 kg.  
In dem INCOR LVAD ist ein Sensor integriert, der den Druck, der über der Pumpe aufgebaut 
wird, misst. In Kombination mit der Rotorgeschwindigkeit und den Maßen der Pumpe erlaubt 
diese Information die Berechnung des Flusses durch die Pumpe. Er lässt sich von einem 
Laptop- Computer, der an die Kontrolleinheit der Pumpe angeschlossen werden kann, ablesen. 
Auf diese Weise können auch die Einstellungen der Pumpe verändert werden.  
Die entscheidenden Vorteile dieses neuen Pumpentyps gegenüber den vorherigen 
Generationen von LVAD sind die erleichterte Implantierbarkeit der Pumpe, die aufgrund der 
kürzeren Strecke des perkutan verlaufenden Kabels verringerte Infektionsgefahr, zudem die 
erleichterte postoperative Mobilisation der Patienten, da keine Pumpentasche im hinteren Blatt 
der Rectusscheide geschaffen werden muss, so dass das operativ bedingte Trauma verringert 
wird (Schmid et al, 2005).  
 
II.7 Die Fragestellung und das Ziel dieser Arbeit 
Es hat sich gezeigt, dass die Aktivierung von Thrombozyten und Monozyten durch oxidativ 
modifizierte Proteine im Rahmen entzündlicher Reaktionen einen wichtigen Mechanismus für 
die Aufrechterhaltung der Entzündung und die Entstehung thrombembolischer Komplikationen 
darstellt.  
Zudem konnte bereits zuvor in zahlreichen Versuchen gezeigt werden, dass mit dem durch das 
MPO/ HOCl- System oxidativ modifzierten Albumin Idea- HSA (=Immune Defense Altered- 
Human Serum Albumin) ein potenter Thrombozytenaktivator entdeckt worden war (Patent 
DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10. 2000, von Martin F. Brodde und Beate E. Kehrel). 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, diesen neu entdeckten Thrombozytenaktivator 
Idea- HSA näher zu charakterisieren.  
Weiterhin sollte der Einfluss verschiedener natürlich vorkommender Substanzen, deren 
Wirkung auf die Thrombozytenaktivierung durch IDEA- HSA bekannt war, detailierter  
untersucht werden, um mögliche Wege der Thrombozyteninhibition näher zu charakterisieren. 
Darüber hinaus sollte der Einfluss des pflanzlichen Sesquiterpenlactons Parthenolid auf die 
Thrombozytenfunktion bei Passage des Blutes durch das Herzunterstützungssystem INCOR 




III. Material und Methoden 
III.1 Geräte 
III.1.1 Durchflusszytometrie 
Durchflusszytometer: FACScalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) 
Computersystem: Acer Aspire 5570Z 
Betriebssystem: Windows Vista 
Steuer- Auswerteprogramm: FACS Calibur und CellQuestPro (Becton Dickinson, Heidelberg) 
Drucker: Tektronix Phaser 750 (Xerox, Neuss) 
III.1.2 Zentrifugen 
B4i (Jouan, Frankreich) 
Sigma, 3K-1 (Sigma, Osterode) 
Sigma, 301K (Sigma, Osterode) 
III.1.3 Weitere Geräte 
Absaugegerät 
Analysenwaage: AE50 (Mettler- Toledo, Schweiz) 
Brutschrank: T6060 (Heraeus, Hanau) 
Eismaschine: Scotsman AF10 (Fisher Scientific, Nidderau) 
Heizplatte: Ikamag RCT (IKA- Labortechnik, Staufen) 
pH- Meter: pH523 (WTB, Weilheim) 
Photometer: Ultrospec 2000 (Amersham Biosciences, Freiburg) 
Rock’N Roller: 34201 (snijders) 
Schüttler: Ika- Schüttler MTS4 (IKA- Labortechnik, Staufen)  
Vortexgerät: press-to-mix 34524 (snijders) 
Vortexgerät: Vortex- Genie K-550-GE (Bender&Holbein AG, Zürich) 
Waage: 2355 (Sartorius, Göttingen) 
Wasseraufbereitungsanlage: Elix10 und Milli-Q-biocel (Millipore, Eschborn) 
Zellzähler: System 9000 (Serono Baker Diagnostics, U.S.A) 
 
III.2 Chemikalien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
     -    Becton Dickinson (Heidelberg) 
     -    BenderMedSystems GmbH (Zürich) 
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     -    Bio-Rad (München) 
     -    Calbiochem (Bad Soden) 
     -    Fluka (Neu- Ulm) 
     -    Immunotech (Hamburg) 
     -    Merck (Darmstadt) 
     -    Roth (Karlsruhe) 
     -    Serva (Heidelberg) 
     -    Sigma (Deisenhofen) 
 
III.3 Antikörper 








CD11b human m., Maus LeuTMD12 PE Becton 
Dickinson 
(Heidelberg) 
CD14 human m., Maus MΩ P9 FITC Becton 
Dickinson 
(Heidelberg) 
CD14 human m., Maus MΩ P9 PE Becton 
Dickinson 
(Heidelberg) 
CD42a  human m., Maus ALMA.16 PE Becton 
Dickinson 
(Heidelberg) 
CD62P human m., Maus AK-4 FITC Becton 
Dickinson 
(Heidelberg) 
CD63 human m., Maus H5C6 FITC Becton 
Dickinson 
(Heidelberg) 







1. Hepes/ Tyrode- Puffer (H/ T) 
NaCl                        140 mM 
KCl                          2, 7 mM 
NaH2PO4* H2O     0, 42 mM 
NaHCO3                 12 mM 
Glucose                    5, 5 mM 
Hepes                       5 mM 
Ad 1 l in Aqua dest. 
pH 7,4 
 
2. Phosphat buffered Saline (PBS) 
NaCl                        137 mM 
KCl                          2, 6 mM 
Na2HPO4* H2O     8 mM  
KH2PO4                  4,4 mM 
Ad 1 l in Aqua dest. 
pH 7,4 
 
3. 0,9% NaCl- Lösung 
NaCl 
Ad 1 l in Aqua dest.; pH 7,4 
 
4. Formaldehydlösung 
0,4% bzw. 1% (V: V)  
Ad 1l in Aqua dest. 
 
III.5 Präparation der Thrombozyten und Monozyten 
III.5.1 Gewinnung der Blutzellen 
Zur Gewinnung der Blutzellen wurde gesunden, freiwilligen Probanden mit Hilfe eines 
„Butterfly“- 21G- Venenpunktionsbestecks (Venofix/ Braun, Melsungen) venöses Blut 
entnommen. Die Spender hatten mindestens 14 Tage lang vor der Blutspende keine 
Medikamente eingenommen, welche die Thrombozytenfunktion beeinflussen könnten. Für die 
Versuche mit plättchenreichem Plasma und mit gelfiltrierten Thrombozyten wurde Natrium- 
Citrat (110 mM im Verhältnis 1:10) zur Antikoagulation benutzt, während für die Versuche mit 
Vollblut Fragmin in einer Endkonzentration von 20 U/ml eingesetzt wurde. 
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III.5.2 Herstellung von Plättchenreichem Plasma (PRP) 
Zur Gewinnung von Plättchenreichem Plasma wurde das antikoagulierte Vollblut bei 
Raumtemperatur für 10 min. bei 190xg zentrifugiert. Daraufhin wurde das dabei entstandene 
plättchenreiche Plasma vom Leukozyten- und Erythrozytensediment vorsichtig abpipettiert. 
 
III.5.3 Isolierung der Thrombozyten durch Gelfiltration 
Die Gelfiltration ist eine schonende Methode, mit der Plättchen von Plasmaproteinen gereinigt 
werden können. 
Zur Gelfiltration wurde der Auslass einer silanisierten Glassäule (26 cm Läge, 2,5 cm 
Durchmesser, V= 50 ml) mit einem Schaumstoff verschlossen, der für die Thrombozyten 
permeabel war, das Säulenmaterial jedoch zurückhielt. 
Daraufhin wurde die Glassäule luftblasenfrei mit Sepharose 2B (Pharmacia, Freiburg) befüllt 
und mit 500 ml 0,9% NaCl- Lösung gewaschen. Die Äquilibrierung der Säule erfolgte 
anschließend mit Hepes/ Tyrode- Puffer pH 7,4. 
Das aus Natrium- Citrat- Vollblut gewonnene PRP wurde auf die äquilibrierte Säule aufgetragen 
und nach dem Einsickern des PRP in das Säulenmaterial mit Hepes/ Tyrode- Puffer eluiert.  
Aufgrund ihrer Größe passierten die Thrombozyten die Säule schneller als die Plasmaproteine 
und konnten somit als trübes Zelleluat fraktioniert vor den löslichen Plasmabestandteilen 
aufgefangen werden. 
Anschließend wurde die Säule mit 250 ml 0,9% NaCl- Lösung gereinigt. 
 
III.5.4 Zellzählung 
Zur Bestimmung der Thrombozytenzahl wurde ein Zellzählgerät (System 9000, Serono Baker 
Diagnostics, USA)  eingesetzt.               
Dazu wurden 40 µl einer Zellpräparation mit 10 ml „Rinse“- Puffer (Mallinckrodt Baker, 
Griesheim) verdünnt und die Zellzahl pro µl nach den Angaben des Herstellers im Gerät 
bestimmt. 
       
 
III.6 Durchflusszytometrie 
III.6.1       Erläuterung des Prinzips der Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, die die Analyse der optischen Eigenschaften von 
einzelnen Zellen und Partikeln erlaubt, indem diese an einem Laserstrahl vorbeigeführt werden.  
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Dabei werden mehr als 10 000 Zellen pro Minute auf ihre Größe, Granularität und die 
Anbindung von fluoreszenzmarkierten Antikörpern oder Adhäsionproteinen untersucht. 
Da es möglich ist, Partikel mit einem Durchmesser von 0,5 µm zu unterscheiden, können auch 
Zellfragmente nachgewiesen werden. 
 
Für die Messung wird eine monodisperse Zellsuspension aus einem Proberöhrchen durch 
Druck über eine Edelstahlkapillare in eine Messküvette aufgesogen.  
Nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung werden die Zellen durch die laminare 
Strömung der Trägerflüssigkeit beschleunigt und so aufgetrennt, dass sie einzeln nacheinander 
den sogenannten Kreuzpunkt, den gemeinsamen Fokus von Anregungslicht und 
Nachweisoptik, passieren. 
 
Der in dieser Arbeit verwendete FACScalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) verfügt über einen 
Argonlaser, dessen monochromatisches blaues Licht der Wellenlänge 488 nm für die Anregung 
von Fluorochromen wie Fluorescein- isothiocyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) geeignet ist.  
 
Wenn die Zellen den Laserstrahl passieren, ändert sich in Abhängigkeit von Größe und 
Granularität der Zellen die Richtung und Wellenlänge des anregenden Lichts, so dass es zu 
einer Auftrennung des Laserlichts in ein Vorwärtsstreulicht (FSC = Forward Angle Light Scatter) 
und ein Seitwärtsstreulicht (SSC= Side Scatter) kommt. Dabei spiegelt der FSC die Größe und 
der SSC die Morphologie, z.B. die Granularität der Zellen, wider.  
Außerdem können Fluoreszenzsignale detektiert werden, indem durch die Absorption des 
anregenden Lichts durch Fluorochrome Fluoreszenzlicht charakteristischer Wellenlänge 
emittiert wird. Da sich die Emissionsmaxima der verschiedenen Fluorochrome so stark 
unterscheiden, dass sie mit verschiedenen Detektoren erfasst werden können, ist eine 
Mehrfachmarkierung der zu untersuchenden Zellen möglich. So liegt z.B. das 
Emissionsmaximum von FITC bei 530 nm und das Emissionsmaximum von PE bei 570 nm. Auf 
diese Weise können fluoreszenzmarkierte Antikörper gegen zelluläre Antigene oder 
Adhäsionsproteine nachgewiesen werden. 
 
Das Vorwärtsstreulicht einem Winkel von 3- 15° zum Laserstrahl wird von einer Photodiode 
erfasst, während das Seitwärtsstreulicht mit einem Winkel von 80- 100° zum Laserstrahl und die 
Fluoreszenzsignale durch Photomultiplierröhren fokussiert und anschließend verstärkt in 
elektronische Signale umgewandelt werden. 
Dabei erfolgt die Weiterleitung der Lichtsignale zu ihren Detektoren über ein System aus 




Die vor den Photomultiplierröhren angebrachten optischen Filter dienen dazu, die Spezifität der 
Detektoren für ein bestimmtes Fluoreszenzsignal zu optimieren. In dem für die Arbeit 
verwendeten Gerät finden sich vier verschiedene Filter:  
für das Seitwärtsstreulicht ein 488/10- BP (= band pass) Filter,  
für das FITC- Signal ein 530/30- BP- Filter,  
für das PE- Signal ein 585/45- BP- Filter  
und für das PerCP/ PI- Signal ein 620 LP (= Long pass)- Filter.  
Somit ist die simultane Messung von vier Parametern möglich.  
 
Obwohl die Wellenlängenbereiche, die die Filter vor den Photomultiplierröhren passieren 
können, sehr schmal sind, kann es trotzdem zur Überlappung der Emissionsspektren 
verschiedener Fluorochrome kommen. Um eine quantitative Verfälschung der Ergebnisse bei 
Mehrfachmarkierung von Zellen zu vermeiden, werden zur Signalkompensation elektronisch 
überlappende Fluoreszenzsignale voneinander subtrahiert.  
Zudem wird für den FSC ein Schwellenwert festgelegt, um die interessierenden Zellen von dem 
„Grundrauschen“, dem sogenannten „electronic noise“ abzugrenzen. 
 
Die Messung der Signale kann in einem logarithmischen und einem linearen Modus erfolgen. 
Der logarithmische Modus wird bei der Messung kleiner Zellen oder Partikel wie Thrombozyten 
oder Mikropartikel angewandt, da es zur Spreizung schwacher Signale und zur Stauchung 
intensiver Signale kommt. Außerdem wird der logarithmische Modus zur Messung von 
Immunfluoreszenzsignalen benutzt, da durch die Vergrößerung des Messbereichs  schwache 
und stärkere Signale mit der gleichen Skalierung erfasst werden können.  
Der lineare Modus wird für die Messung größerer Zellen wie z.B. Leukozyten verwandt, da 
stärkere Signale besser aufgelöst werden. 
Bei den somit ermittelten Werten handelt es sich um relative Messsignale, von denen mit Hilfe 
von standardisierten „Beads“ indirekt die absoluten Werte abgeleitet werden können. 
 
Zur Auswertung werden die analogen Signale digitalisiert und am Computer mit Hilfe des 
Datenverarbeitungsprogramms CellQuestPro analysiert. Die Auflösung ist abhängig von einem 
Analog- zu- Digitalumwandler: der für diese Arbeit verwandte Konverter stellt für die 
Signalintensität eines jeden Parameters 1024 (0- 1023) Kanäle bereit. 
 
Zur Auswertung können die erhobenen Daten auf zwei Weisen graphisch dargestellt werden. 
Zum einen gibt es die Möglichkeit der Erstellung des Punktehistogramms, des „dot plot“: bei 
dieser Zweiparameterdarstellung werden zur Differenzierung von Zellpopulationen z.B. der FSC 
gegen den SSC oder auch der FSC oder SSC gegen ein Fluoreszenzsignal aufgetragen. 
Die Zelltypdifferenzierung kann durch die Markierung der Zellen mit spezifischen Antikörpern 
erleichtert und bestätigt werden.  
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Zudem ist die Eingrenzung der interessierenden Zellpopulation möglich („gating“), die dann 
getrennt betrachtet werden kann. 
Zum anderen kann ein Histogramm erstellt werden, indem die Zellzahl auf der Ordinate gegen 
die Kanäle auf der Abszisse aufgetragen werden. Diese Einparameterdarstellung  erlaubt die 
Auswertung einzelner Signale, z.B. der Intensität des FITC- Signals. 
Für die statistische Auswertung wird entweder der Median der Signalintensität oder die Anzahl 
der Ereignisse als relativer prozentualer Anteil angegeben.  
Der Median gibt den Wert an, bei dem 50 % der Ergebnisse darüber und 50 % der Ergebnisse 
darunter zu liegen kommen. Dies entspricht am besten der Signalintensität der Hauptpopulation 
der Zellen und wird somit von einzelnen „Ausreißern“ am wenigsten beeinflusst. 
 
Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit zur Messung der aktivierungsabhängigen 
Anbindung von Antikörpern und Adhäsionsproteinen an Thrombozyten und Monozyten benutzt. 
 
Quellen: Schmitz und Rothe 1994, Raffael 1988, Keij und Herweijer 1992, Ormerod 1994. 
 
III.6.2       Probenvorbereitung und Durchführung der Versuche zur 
Untersuchung der Zellen 
III.6.2.1 Probenvorbereitung und Durchführung der Versuche mit PRP 
oder gelfiltrierten Thrombozyten: 
Für die meisten Versuche mit Plättchenreichem Plasma oder gelfiltrierten Thrombozyten, die 
aus mit Natrium- Citrat antikoaguliertem Blut hergestellt worden waren, wurden die 
Zellpräparationen bekannter Zellkonzentration mit Hepes/ Tyrode- Puffer unter Beigabe von 500 
mM CaCl2 auf eine Zellkonzentration von 25000 TZ/µl und eine CaCl2- Endkonzentration von 
0,2 mM bzw. 0,5 mM eingestellt. Je nach Ziel des Versuchs wurden dem Probenansatz 
Aktivierungsmarker beigefügt, z.B. FITC- markiertes Fibrinogen. 
Außerdem wurde dem Probenansatz in DMSO gelöstes und mit Hepes/ Tyrode- Puffer weiter 
verdünntes Parthenolide in verschiedenen Endkonzentrationen beigegeben, um dessen 
Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung untersuchen zu können. 
Mit der Einstellung der Zellkonzentration von 25000 Thrombozyten/ µl wurde ein Zell- Zell- 
Kontakt während des Versuchs und damit eine gegenseitige Beeinflussung der Zellen möglichst 
vermieden.  
Daraufhin wurden die Thrombozyten mit in Hepes/ Tyrode- Puffer gelöstem Idea- HSA 
(Immune- defence altered human serum albumine) verschiedener Konzentration für 60 min. 
aktiviert. Dabei mussten während der Aktivierungsphase Erschütterungen vermieden werden, 
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da durch die somit entstandene Scherbewegung der Thrombozyten eine zusätzliche Aktivierung 
induziert werden konnte.  
Je nach Versuchansatz wurde die Reaktion durch Hinzufügen von je 1000 µl Pufferlösung zu 
den Probenansätzen gestoppt und die Proben sofort im Durchflusszytometer gemessen. Für die 
Inkubation mit Antikörpern hingegen wurden die Proben vorbereitet, indem sie mit einem dem 
Probenvolumen entsprechenden Volumen 1 % Formaldehydlösung (im Verhältnis 1:1) für 30 
min. fixiert wurden.  
Nach abgeschlossener Fixierung der Zellen wurden die Proben gewaschen.  
Dazu wurden  1000 µl Puffer zugegeben. Dann wurden die Proben für 10 min. bei 1000g 
zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 
Anschließend erfolgte die Resuspension des verbleibenden Zellpellets durch Zugabe von 500 µl 
Puffer und die Messung der Proben im Durchflusszytometer oder eine einstündige Inkubation 
der Proben mit Antikörpern bei Raumtemperatur. Während der Inkubationszeit wurden die 
Proben zur besseren Durchmischung leicht geschwenkt. Anschließend erfolgte zur Entfernung 
überschüssiger Antikörper ein Waschdurchgang wie oben beschrieben.  
Nach dem Absaugen wurde das Zellpellet durch Beigabe von 500 µl Puffer resuspendiert und 
im Durchflusszytometer gemessen. 
 
III.6.2.2 Probenvorbereitung und Durchführung der Versuche mit 
Vollblut  
Ähnlich wie bei den Versuchen mit PRP und gelfiltrierten Thrombozyten wurden auch für die 
Versuche mit Vollblut Probenansätze hergestellt. Das Vollblut wurde mit 20 U/ml Fragmin 
antikoaguliert.  
Dem Vollblut wurde 500 mM CaCl2- Lösung beigegeben, so dass eine Endkonzentration von 1 
mM erreicht wurde, außerdem wurde in DMSO gelöstes und mit Hepes/ Tyrode- Puffer weiter 
verdünntes Parthenolid in verschiedenen Endkonzentrationen hinzugefügt. Des Weiteren 
wurden je nach Ziel des Versuchs Aktivierungsmarker beigegeben, z.B. FITC- markiertes 
Fibrinogen.  
Die Proben wurden mit in Hepes/ Tyrode- Puffer gelöstem OHA verschiedener Konzentration 
für 30 min. aktiviert und mit einer dem Probenvolumen entsprechenden Menge 0,4% 
Formaldehydlösung (im Verhältnis 1:1) für 30 min. fixiert.  
Nach abgeschlossener Fixierung der Zellen wurden die Proben gewaschen.  
Dazu wurden  1000 µl Puffer zugegeben. Dann wurden die Proben bei 20 °C für 10 min. bei 
1000g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 
Anschließend erfolgte unter leichtem Schwenken der Proben eine einstündige Inkubation der 
Proben mit Antikörpern bei Raumtemperatur und ein erneuter Waschdurchgang wie oben 
beschrieben, um überschüssige Antikörper zu entfernen. 
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Daraufhin wurden die in der Probenlösung befindlichen Erythrozyten durch Zugabe   
von 1000 µl Lyselösung pro Probe lysiert und die dabei entstandenen Erythrozytenfragmente 
durch erneutes Waschen (s.o.) entfernt.   
Die Lyse der Erythrozyten war notwendig, damit das Fluoreszenssignal der an die 
Thrombozyten oder Monozyten gebundenen Antikörper und Aktivierungsmarker nicht durch das 
lichtabsorbierende Hämoglobin der Erythrozyten verdeckt wurde und somit vom 
Durchflusszytometer besser detektiert werden konnte. 
Der auf die Lysereaktion folgende Waschvorgang musste zweimal wiederholt werden, so dass 
die Probenlösung ausreichend durchscheinend war. 




Die Thrombozyten- und Monozytenaktivierung für die Durchflusszytometrischen Messungen 
wurde mit dem oxidierten Albumin Idea- HSA durchgeführt. 
Im Rahmen entzündlicher Erkrankungen kommt es durch HOCl zur oxidativen Modifikation von 
Proteinen, v.a. von Plasmaalbumin (Capeillere- Blandin et al., 2004). Das oxidierte Albumin 
fördert den oxidative burst der Monozyten und PMNL (Liu et al, 2006, Witko- Sarsat et al., 2003) 
und aktiviert Thrombozyten, indem es an CD36 bindet (Volf et al, 2000; Kehrel et al). 
Die Oxidation führt zu weitgehenden Veränderungen der Proteinstruktur, v.a. werden die 
schwefelhaltigen Aminosäuereste Cystein und Methionin in Disulfide, Oxazide und Sulfoxide 
umgewandelt. 
Dabei hängt das Ausmaß der Proteinmodifikation sehr stark von der Konzentration des HOCl 
ab (Pattison et al, 2001). 
Für die Aktivierung der gelfiltrierten Thrombozyten wurde das Idea- HSA in einem 
Konzentrationsbereich zwischen 0,05- 2 µg/ml eingesetzt; für die Aktivierung der Thrombozyten 
im PRP und der Thrombozyten und Monozyten im Vollblut wurde das Idea- HSA in einem 
Konzentrationsbereich von 1- 10 µg/ml eingesetzt.  
Zum Vergleich der AnnexinV- Anbindung wurde die Thrombozytenaktivierung für diese 
Versuchsreihe zusätzlich mit der Serinprotease Thrombin und mit Thrombin und 2 µg/ml 
Kollagen durchgeführt. Das Thrombin wurde in einem Konzentrationbereich von 0,05- 1 U/ml 
eingesetzt. 
Für die Versuche mit den Herzpumpen wurde zudem ADP in einer Konzentration von 0,05- 1 
µg/ml und TRAP (Thrombin-Rezeptor aktivierendes Peptid) in einer Konzentration von 6,25 -
100 µg/ml eingesetzt.  
Bei dem TRAP handelt es sich um ein Peptid der Sequenz SFLLRN. Die Aktivierung der 
Thrombozyten mit Thrombin wird durch die Proteinase- aktivierten Rezeptoren PAR-1 und PAR-
4 vermittelt. Dabei spielt vor allem PAR-1 eine große Rolle. Bei diesen Rezeptoren handelt es 
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sich um Rezeptoren aus der Familie der G- Protein gekoppelten Rezeptoren. Bei Aktivierung 
des PAR-1 durch Thrombin wird der Rezeptor so gespalten, dass eine neue N- terminale 
Sequenz freigegeben wird. Bei dieser Sequenz, die dann als Agonist fungiert, handelt es sich 
um die Folge SFLLRN. Bei in vitro- Versuchen kann das Thrombin durch dieses Peptid, das 
sogenannte Thrombin-Rezeptor aktivierendes Peptid (TRAP) ersetzt werden, da es auch den 
ungespaltenen PAR-1 Rezeptor aktiviert (Garcia et al, 2004). 
Bei dem ADP handelt es sich um ein in den elektronendichten Granula der Thrombozyten 
vorkommendes Molekül, das bei Aktivierung der Thrombozyten aus den Granula freigesetzt 
wird und rückkoppelnd die Thrombozytenaktivität weiter steigert (Jurk, Kehrel, 2005). 
 
III.6.4 Nachweis der Zellaktivierung 
Die Durchflusszytometrie ermöglicht sowohl die quantitative als auch die qualitative 
Bestimmung der Zellaktivierung. Der quantitative Nachweis erfolgt mit Hilfe des Median, des 
mittleren Fluoreszenzwertes. Der qualitative Nachweis erfolgt durch den Einsatz verschiedener 
Fluoreszenzfarbstoffe, mit deren Hilfe Membranglykoproteine und Rezeptoren nachgewiesen 
werden können.  
Die Differenzierung der Thrombozyten und Monozyten erfolgt mit Hilfe der 
Streulichteigenschaften des SSC und des FSC. 
 
III.6.4.1 Nachweis der Thrombozytenaktivierung 
III.6.4.1.1 Nachweis der Anbindung von FITC- markiertem Fibrinogen 
Der GPIIbIIIa- Komplex ist ein aktivierungsabhängiges Antigen auf der Oberfläche von 
Thrombozyten, das für die Aggregation der Thrombozyten im Rahmen der Hämostase 
essentiell ist, da es an der Verbindung der Zellen durch Fibrinogenbrücken beteiligt ist. Im 
inaktiven Zustand kann das Integrin kein lösliches Fibrinogen binden. Im Rahmen der 
Aktivierung kommt es zum einen durch Exozytose der a- Granula zur vermehrten Exposition 
von GPIIbIIIa auf der Zelloberfläche. Zum anderen kommt es nach Aktivierung des GPIIbIIIa- 
Komplexes durch Ligandenbindung zur Signalweiterleitung in die Zelle („outside- in- signalling“), 
so dass Konformationsänderungen des Integrins stattfinden. Diese Konformationsänderungen 
gehen mit Disulfidaustausch einher und befähigen das Integrin, auch lösliches Fibrinogen zu 
binden (Jurk, Kehrel, 2005). Außerdem kommt es zur Clusterbildung der GPIIbIIIa- Rezeptoren 
(Shattil, 1999). Diese aktivierungsabhängigen Konformationsänderungen und die quantitative 
Zunahme des Integrins auf der Zelloberfläche lassen sich durch Anbindung FITC- markierten 
Fibrinogens durchflusszytometrisch nachweisen.  
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Dieser Nachweis wurde im Rahmen dieser Arbeit sowohl mit Hilfe gelfiltrierter Thrombozyten 
(GFP) als auch im Plättchenreichen Plasma und im Vollblut erbracht. Dazu wurde lösliches, 
FITC- markiertes Fibrinogen den Proben in einer Konzentration von 150 µg/ml zugesetzt. Die 
Inkubationszeit betrug je nach Versuchsansatz 30 min. bzw.60 min. Bei Verwendung der 
gelfiltrierten Thrombozyten und der Thrombozyten im Plättchenreichen Plasma wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 1000 µl Puffer gestoppt und die Proben unmittelbar am 
Durchflusszytometer gemessen.  
Bei den Versuchen im Vollblut wurden die Proben mit 0,4% Formaldehydlösung im Verhältnis 
1:1 zum Probenvolumen für 30 min. bei Raumtemperatur fixiert, anschließend wie unter 6.2.2) 
beschrieben gewaschen. Zur eindeutigen Identifikation der Thrombozyten wurden die Proben 
für 1h mit je 5 µg/ml eines PE- markierten monoklonalen Antikörpers gegen CD 42a unter 
leichtem Schwenken inkubiert. Es folgte ein Waschgang, dann wurden die Proben lysiert und 
wiederum zweimal gewaschen.  
Anschließend wurde die Fibrinogen- Anbindung durchflusszytometrisch quantifiziert.  
Die Markierung des Fibrinogens mit FITC ist unter 7.) erläutert. 
   
III.6.4.1.2 Nachweis der Freisetzung der Alpha- Granula: Präsentation 
von CD62 P 
Das Glykoprotein CD62 P(= P- Selektin) findet sich in der Membran der alpha- Granula der 
ruhenden Thrombozyten. Bei Aktivierung kommt es durch Exozytose der alpha- Granula zur 
Exposition des P- Selektins auf der Thrombozytenoberfläche, wo es die Bindung der 
Thrombozyten an Monozyten und Neutrophile Granulozyten vermittelt. Weiterhin kommt es im 
Rahmen der Aktivierung zur Abtrennung des P- Selektins von der Oberfläche der Plättchen, so 
dass lösliches P- Selektin entsteht. Dies induziert in Monozyten den prokoagulanten Zustand 
(Jurk, Kehrel, 2005). 
Somit kann die Expression des CD62 P auf der Oberfläche der Thrombozyten als 
Aktivitätsmarker dienen.  
Die CD62 P- Expression wurde mit Hilfe von FITC- markierten monoklonalen Antikörpern gegen 
CD62 P (Klon AK-4) im GFP nachgewiesen. Dazu wurde zu den wie oben beschrieben 
aktivieren, fixierten und gewaschenen Thrombozyten die Antikörperlösung in einer 
Endkonzentration von 5 µg/ml gegeben und unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur für 
1h inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt zur Entfernung überschüssiger Antikörper 
wurde im Durchflusszytometer die Anbindung des Antikörpers bestimmt. 
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III.6.4.1.3 Nachweis der Freisetzung der „dense bodies“: Präsentation 
von CD63 
Das Glykoprotein CD63 (= Granulophysin) befindet sich in den elektronendichten Granula, den 
„dense bodies“ der Thrombozyten, die unter anderem ADP, ATP, Serotonin und Ca2(+) 
enthalten.  Diese Moleküle verstärken die Thrombozytenaktivierung und modulieren die Aktivität 
der Leukozyten und der Endothelzellen (Zarbock et al, 2006). Indem sie im Rahmen der 
Aktivierung ausgeschüttet werden, wird CD63 auf der Thrombozytenoberfläche nachweisbar. 
Daher kann die Exozytose des Granulophysins als Marker für die Aktivität der Thrombozyten 
dienen. 
Der Nachweis erfolgte im GFP durchflusszytometrisch mit Hilfe eines FITC- markierten 
monoklonalen  Antikörpers gegen CD63 (Klon H5C6). Dazu wurde zu den wie oben 
beschrieben aktivieren, fixierten und gewaschenen Thrombozyten die Antikörperlösung in einer 
Endkonzentration von 5 µg/ml gegeben und unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur für 
1h inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt zur Entfernung überschüssiger Antikörper 
wurde im Durchflusszytometer die Anbindung des Antikörpers bestimmt. 
 
III.6.4.1.4 Nachweis der Rückbindung endogenen Thrombospondins 1 
(TSP-1) 
Das Glykoprotein Thrombospondin- 1 ist ein homotrimeres Adhäsionsmolekül, das von den 
Megakaryozyten gebildet wird und sich in den alpha- Granula der Thrombozyten findet. Zudem 
lässt es sich auch in der subendothelialen Matrix nachweisen, wo es bei Gefäßwandläsionen 
auch bei Einwirkung starker Scherkräfte die Adhäsion der Thrombozyten an den Ort der 
Verletzung vermitteln kann. Dabei bindet Thrombospondin-1 an Fibrinogen, Fibronektin, 
Plasminogen, Kollagen, Cathepsin G und der PDGF und dient somit der Zell- Zell-, ebenso wie 
der Zell- Matrixverbindung. Es ist als Adhäsionsprotein nicht nur in der Hämostase und 
Fibrinolyse, sondern auch in Prozessen des Zellwachstums und – proliferation und  in 
Entzündungsreaktionen involviert. Der Thrombospondin-1 - Rezeptor auf der Oberfläche der 
Thrombozyten ist das CD36 (Short et al, 2005; Speziale et al, 1990; Huang et al, 1997).  
Bei Aktivierung der Thrombozyten mit Exozytose der alpha- Granula kommt es zur Freisetzung 
des gespeicherten TSP-1. Ein Teil des endogenen, ausgeschütteten TSP-1 bindet zurück an 
den CD36 der Thrombozyten. 
Dieses rückgebundene TSP-1 wurde sowohl im PRP als auch im GFP mit Hilfe eines PE- 
markierten monoklonalen Antikörpers gegen TSP-1 (Klon P10) nachgewiesen. Dazu wurde zu 
den wie oben beschrieben aktivieren, fixierten und gewaschenen Thrombozyten die 
Antikörperlösung in einer Endkonzentration von 5 µg/ml gegeben und unter leichtem 
Schwenken bei Raumtemperatur für 1h inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt zur 
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Entfernung überschüssiger Antikörper wurde im Durchflusszytometer die Anbindung des 
Antikörpers bestimmt. 
 
III.6.4.1.5 Annexin V 
Die Membran der Thrombozyten besteht zu einem großen Teil aus Phospholipiden  
(ca.70 %), zudem aus Cholesterin und Glykolipiden. Die wichtigsten Phospholipide sind das 
Phosphatidylcholin (PC), das Sphingomyelin (SphM), das Phosphatidylethanolamin (PE), das 
Phosphatidylserin (PS) und das Phosphatidylinositol. Diese Phospholipide sind asymmetrisch in 
der Membran verteilt, so dass im inaktiven Zustand vor allem das PC und das SphM in der 
äußeren Schicht und das PE und PS in der inneren Schicht der Membran zu finden sind. Bei 
Aktivierung der Thrombozyten kommt es zu Membran- umbauprozessen, dem sogenannten 
„Flipflop“, so dass vermehrt das anionische,  negativ geladene PS auf der Außenseite der 
Thrombozytenmembran nachweisbar wird. Während die Außenseite der Membran inaktiver 
Thrombozyten nur zu ca. 2% aus PS besteht, macht es im aktivierten Zustand ca. 12 % aus. 
Diese Exposition des PS auf der Oberfläche der aktivierten Thrombozyten, die dadurch an 
negativen Ladungen hinzugewinnt, ist die Voraussetzung für die Thrombinbildung auf der 
Oberfläche der Plättchen. Es entstehen somit Bindungsstellen für den Prothrombinasekomplex, 
der aus dem Faktor Xa, dem Faktor Va und Prothrombin besteht. So kann schlussendlich das 
Prothrombin zu Thrombin gespalten werden. Das Thrombin wiederum kann Fibrinogen zu Fibrin 
spalten, so dass sich ein stabiles Netz ausbilden kann (Jurk, Kehrel, 2005; Bouchard et al, 
2001).  
Dieser Nachweis gelang im GFP durchflusszytometrisch mit FITC- markiertem AnnexinV, einem 
spezifischen Liganden von Aminophospholipiden, der Ca2(+)- abhängig an PS bindet (humanes 
rekombinantes Annexin V- FITC, Bender MedSystems, Wien). 
Für die Versuche wurden die Probenansätze in Hepes/ Tyrodepuffer auf eine 
Thrombozytenzahl von 25000 TZ/µl und eine CaCl2- Konzentration von 6 mM eingestellt. 
Während der Aktivierungsdauer von 30 min. wurden die Proben bei Raumtemperatur 
geschüttelt, und danach mit 10 µg/ml FITC- markiertem AnnexinV unter leichtem Schwenken für 
20 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 500 µl von Hepes/ Puffer mit einer 
CaCl2- Konzentration von 2mM wurde die AnnexinV- FITC- Anbindung im Durchflusszytometer 
bestimmt.  
Zum Vergleich wurde die Annexin V- Anbindung an Thrombozyten im GFP bei Aktivierung mit 
Thrombin und bei Aktivierung mit Thrombin zusammen mit 2 µg/ml Kollagen gemessen. Dabei 
betrug die Aktivierungsdauer nicht 30 min., sondern nur 10 min. Ansonsten wurde der Versuch 





Bei starker Thrombozytenaktivierung kommt es durch Ca2(+)- abhängige Aktivierung von 
Calpain zur Abspaltung prokoagulanter Mikropartikel von den Thrombozyten, die 
intrazytoplasmatische Substanzen beinhalten und auf ihrer Oberfäche Adhäsionsmoleküle wie 
P-Selektin und CD40L tragen. Sie dienen der Aktivierung von Leukozyten und Endothelzellen 
(Jurk, Kehrel, 2005). 
Die Bildung der Mikropartikel wurde durch Schütteln der Thrombozyten während der 
Aktivierungsphase von 1h unterstützt. Die Reaktion wurde durch Beigabe von 1000 µl Hepes/ 
Tyrodepuffer beendet, dann wurden die Proben sofort durchflusszytometrisch gemessen. Bei 
der Messung im Durchflusszytometer wurden die Mikropartikel durch Eingrenzen der intakten 
Thrombozyten und der entstandenen kleineren Mikropartikel prozentual bestimmt. 
   
III.6.4.2 Nachweis der Monozytenaktivierung 
III.6.4.2.1 Nachweis der Anbindung von FITC- markiertem Fibrinogen 
Aktivierte Monozyten binden am induzierbaren Mac-1- Rezeptor (CD11b/ CD18) Fibrinogen mit 
hoher Affinität. Das Fibrinogen kann als Brücke zwischen den Monozyten und Thrombozyten 
dienen.  
Zudem konnte gezeigt werden, dass das Fibrin, in das das Fibrinogen gespalten wird, die 
Freisetzung von Tissue- Factor durch die Monozyten herunterreguliert, so dass die weitere 
Thrombinbildung gehemmt wird. Somit begrenzen die Monozyten die Thrombozytenaktivierung 
und verhindern exzessive Blutgerinnung (Bouchard et al, 2001).  
Die Anbindung des FITC- markierten Fibrinogens an die Monozyten wurde analog zur 
Anbindung des Fibrinogens an die Thrombozyten im Vollblut durchgeführt. Die 
Endkonzentration des Fibrinogens in den Probenansätzen betrug ebenfalls 150 µg/ml. 
Die Proben wurden für 30 min. aktiviert und dann mit 0,4% Formaldehydlösung, die im 
Verhältnis 1:1 zum Probenvolumen zugegeben wurde, für 30 min. bei Raumtemperatur fixiert. 
Anschließend wurden die Proben gewaschen. Dazu wurden  1000 µl Puffer zugegeben. Dann 
wurden die Proben bei 20 °C für 10 min. bei 1000g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 
Zur eindeutigen Identifikation der Monozyten wurden die Proben für 1h mit je 5 µg/ml eines PE- 
markierten monoklonalen Antikörpers gegen den auf Monozyten konstitutiv exprimierten CD14 
(Klon MOmega P9) unter leichtem Schwenken inkubiert. Es folgte ein Waschgang, dann 
wurden die Proben lysiert und wiederum zweimal gewaschen.  





III.6.4.2.2 Nachweis des Mac- 1- Rezeptors  
Bei Aktivierung der Monozyten kommt es durch Degranulation zur vermehrten Expression des 
induzierbare Makrophagen- Antigen-1 (MAC- 1, CD11b/ CD18) auf der Oberfläche der 
Monozyten. Dieses Mac-1 Integrin kann unter anderem mit dem thrombozytären GP1balpha 
oder Fibrinogen, das auf der Oberfläche aktivierter Thrombozyten gebunden ist, interagieren 
und dient somit der festen Verbindung zwischen Thrombozyten und Leukozyten (Zarbock et al, 
2006). Diese Interaktion zwischen der Hämostase und inflammatorischen Prozessen spielt z.B. 
für das Thrombuswachstum an Gefäßwandläsionen, jedoch auch für die Emigration der 
Leukozyten in entzündetes Gewebe eine große Rolle (Crockett- Torabi, 1998).  
Auch der Faktor X kann an Mac-1 binden, so dass es in der Folge, vermittelt durch Cathepsin-
G,  zur Bildung von Thrombin auf der Monozytenoberfläche kommt. Diese Reaktion unterstützt 
zusätzlich die Thrombusformation. 
Wie unter 6.4.2.1) ausgeführt, wirkt die Fibrinbindung an Mac-1 jedoch auch limitierend auf die 
Blutgerinnungsreaktion (Bouchard et al, 2001).  
Der Nachweis des Mac-1 auf den Monozyten wurde mit Hilfe eines PE- markierten 
monoklonalen Antikörpers gegen CD11b (Klon LeuTMD12) ausgeführt. 
Dazu wurden die Proben für 30 min. aktiviert und dann mit 0,4% Formaldehydlösung, die im 
Verhältnis 1:1 zum Probenvolumen zugegeben wurde, für 30 min. bei Raumtemperatur fixiert. 
Anschließend wurden die Proben gewaschen. Dazu wurden  1000 µl Puffer zugegeben. Dann 
wurden die Proben bei 20 °C für 10 min. bei 1000g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 
Darauf wurden die Proben für 1h mit je 5 µg/ml eines FITC- markierten monoklonalen 
Antikörpers gegen den auf Monozyten konstitutiv exprimierten CD14 und je 5 µg/ml eines PE- 
markierten monoklonalen Antikörpers gegen den aktivitätsabhängig auf Monozyten 
induzierbaren CD11b unter leichtem Schwenken inkubiert. Es folgte ein Waschgang, dann 
wurden die Proben lysiert und wiederum zweimal gewaschen. Nach Zugabe von 500 µl Puffer 
wurden Anbindung der Antikörper durchflusszytometrisch bestimmt. 
 
III.6.5 Hemmung der Aktivierung von Thrombozyten und Monozyten durch 
Idea-HSA 
Es wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrere strukturell sehr unterschiedliche, natürlich 
vorkommende Substanzen eingesetzt, um die Thrombozytenaktivierung durch Idea- HSA und 







Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des pflanzlichen Sesquiterpenlactos Parthenolid 
auf die Thrombozytenaktivität sowohl bei Versuchen mit GFP, als auch mit PRP und Vollblut 
untersucht. Zudem wurde der Einfluss des Parthenolid auf die Monozytenaktivität im Vollblut 
untersucht. Anschließend wurde der Einfluss des Parthenolid auf die Thrombozytenfunktion bei 
Passage des Blutes durch das Herzunterstützungssystem INCOR Heart untersucht.  
Das in DMSO gelöste (Stammkonzentration: 100 µg/ml) und mit Puffer weiter verdünnte 




Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Flavonoids Quercetins auf die 
Fibrinogenbindung an gelfiltrierte Thrombozyten untersucht. Den Probenansätzen wurde in 
DMSO gelöstes (Stammkonzentration: 1 M)  und mit Puffer weiter verdünntes Quercetin in 
einem Konzentrationsbereich von 5- 100 µM zugesetzt. 
 
III.6.5.3 Kaempferol 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Kaempferol auf die Fibrinogenbindung an 
gelfiltrierte Thrombozyten untersucht. Den Probenansätzen wurde in DMSO 
gelöstes(Stammkonzentration: 100µM) und mit Puffer weiter verdünntes Kämpferol in einem 
Konzentrationsbereich von 1- 15 µM zugesetzt. 
 
III.6.5.4 Resveratrol 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des in zahlreichen Früchten vorkommenden 
Polyphenols Resveratrols auf die Fibrinogenbindung an gelfiltrierte Thrombozyten untersucht. 
Das Resveratrol wurde in DMSO gelöst (Stammkonzentration:  1 M) und den Proben mit Puffer 
weiter verdünnt in einem Konzentrationsbereich von 5-50 µM zugesetzt. 
 
III.6.5.5 Carnosin 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Dipeptid Carnosin auf die Fibrinogenbindung 
gelfiltrierte Thrombozyten untersucht. Es wurde in 0,9% NaCl- Lösung gelöst 
(Stammkonzentration: 1 M)  und den Proben mit Puffer weiter verdünnt in einem 





Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Lipoamids auf die Fibrinogenbindung an 
gelfiltrierte Thrombozyten untersucht. Es wurde in DMSO gelöst (Stammkonzentration: 500 
µg/ml)  und mit Puffer weiter verdünnt in einem Konzentrationsbereich von 5- 50 µg/ml 
zugesetzt. 
 
III.6.5.7  Taurin 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Aminosäure Taurin auf die Fibrinogenbindung 
an gelfiltrierte Thrombozyten untersucht. Es wurde in 0,9% NaCl- Lösung gelöst 
(Stammkonzentration: 1 M)und mit Puffer weiter verdünnt in einem Konzentrationsbereich von 
1- 50 mM zugesetzt. 
 
III.6.6 Durchführung der Versuche zur Passage von Fragmin- 
antikoaguliertem Vollblut durch das Herzunterstützungssystem „INCOR“ 
unter dem Einfluss von Parthenolid: Probenvorbereitung und 
Versuchsdurchführung  
Für die Versuche zur Passage von Fragmin- antikoaguliertem Vollblut durch die 
Herzunterstützungssysteme unter dem Einfluss von Parthenolid wurden am Vortag des 
Versuchstages zwei INCOR- Herzunterstützungssysteme über Silikonschläuche mit je einem 
Blutbeutel verbunden und an die jeweils zugehörigen Akkus und das Steuerungsprogramm 
angeschlossen. 
Daraufhin wurde die Systeme mit sterilem Wasser befüllt und die beiden Pumpen über Nacht 
laufen gelassen, damit sie sich aufwärmten. 
Am Morgen des Versuchstages wurden die Pumpen gestoppt und das Wasser aus den 
Systemen entfernt.  
Aus einem weiteren Blutbeutel wurde das Antikoagulans entfernt und durch Fragmin ersetzt, so 
dass bei einer Befüllung des Blutbeutels mit 480 ml Blut eine Konzentration von 20 U/ml 
erreicht wurde.  
Anschließend wurden einem freiwilligen gesunden Probanden, der in den letzten 14 Tagen vor 
dem Versuch keine gerinnungshemmenden Medikamente eingenommen hatte und dessen 
Thrombozyten wenige Tage zuvor auf ihre Funktionsfähigkeit getestet worden waren, in 
Zusammenarbeit mit dem Institut für Transfusionsmedizin des UKM Münster 480 ml Vollblut in 
den vorbereiteten Blutbeutel abgenommen. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Blutzellen 
keinem Scherstress ausgesetzt wurden. Außerdem wurde der Schlauch des Blutbeutels nur 
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abgeklemmt anstatt wie sonst üblich abgeschweißt, um jede Zellaktivierung durch das Erhitzen 
beim Schweißen zu verhindern. 
Der Beutel mit dem Vollblut wurde in einer Wärme- isolierenden Kiste transportiert, so dass das 
Blut nicht auskühlte. 
Dann wurde das mit Fragmin antikoagulierte Vollblut in die Herzunterstützungssysteme 
eingefüllt, jeweils 200 ml pro Herzpumpensystem. 
Zudem wurden je 40 ml Vollblut in zwei Falconröhrchen gefüllt, um Proben für vergleichende 
Messungen unter Ruhebedingungen zu haben. 
Dem Vollblut in jeweils einem der Herzunterstützungssysteme und einem der Falcons wurde in 
DMSO gelöstes Parthenolid zugegeben, so dass eine Endkonzentration von 0,3 µg/ ml erreicht 
wurde. In das jeweils andere Herznterstützungssystem bzw. Falcon wurde die entsprechende 
Menge an DMSO zugesetzt, um die unter dem Einfluss von Parthenolid beobachteten 
Wirkungen eindeutig dem Parthenolid zuordnen zu können. Gleichzeitig konnte so ein Einfluss 
des DMSO ausgeschlossen werden. Die verschiedenen Proben wurden markiert, so dass 
genau nachvollzogen werden konnte, in welcher der Proben sich das in DMSO gelöste 
Parthenolid befand und welcher der Proben nur DMSO beigesetzt worden war. 
Die Versuche wurden bei Körpertemperatur durchgeführt. Dazu wurden die 
Herzunterstützungssysteme mit einem Heizstrahler erwärmt, so dass die Temperatur der 
Herzunterstützungssysteme für die gesamte Dauer des Versuchs zwischen 30- 37° C betrug. 
Während des Versuchs wurde die Temperatur mehrfach kontrolliert. 
Die beiden Blutproben in den Falcons wurden auf einem Rock’ N Roller in einem Brutschrank 
bei 37° C kontinuierlich leicht geschwenkt, um eine Durchmischung des gesamten 
Blutvolumens im Falcon mit dem beigefügten Parthenolid bzw. DMSO zu erreichen und um zu 
verhindern, dass sich mit der Dauer des Versuchs Blutbestandteile oder das Parthenolid bzw. 
DMSO absetzten. 
Dann wurden die Herzunterstützungssysteme für die Dauer einer Minute angeschaltet, um eine 
Vermischung des gesamten Blutvolumens mit dem beigefügten Parthenolid bzw. DMSO zu 
erreichen. 
Nachdem die Durchmischung so gewährleistet war, wurden die Proben zum Zeitpunkt 0 Min. 
aus den Herzpumpen und den Falcons entnommen, wobei das Volumen, das sich in den 
Schläuchen des Herzunterstützungssystems angesammelt hatte, verworfen wurde.  
Die Schläuche, die zur Blutentnahme aus den Herzunterstützungssystemen benutzt worden 
waren, wurden mit Wasser gereinigt, so dass sich keine Gerinnsel bilden konnten. 
Über die Einstellung der Herzunterstützungssysteme wurde Protokoll geführt. 
 




Dazu wurden zunächst 5 ml Vollblut abgenommen und dann das restliche Blut des 
Probenvolumens wie unter 5.2 beschrieben zentrifugiert, um PRP herzustellen. Das PRP wurde 
abgenommen.  
Wie unter 5.4 beschrieben, wurde ein Blutbild der Vollblutproben erstellt.  
Anschließend wurden im Vollblut und PRP verschiedene Parameter der Thrombozyten- und 
Monozytenaktivität untersucht.  
Die Untersuchung der Thrombozytenaktivität wurde im PRP durchgeführt. 
Zunächst wurde die Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch ADP untersucht.  
Das ADP wurde in den Konzentrationen 0,05- 1 µg/ml eingesetzt. Als Aktivitätsmarker wurde 
dabei lösliches, FITC- markiertes Fibrinogen in einer Konzentration von 150 µg/ml benutzt. 
Dazu wurde das PRP mit PBS- Puffer auf eine Thrombozytenkonzentration von 25000 
Thrombozyten/µl eingestellt. 
Die Proben wurden für 10 min. mit ADP aktiviert, dann im Verhältnis 1:1 (V:V) mit 1% 
Formaldehydlösung für 30 min. fixiert. Nach der abgeschlossenen Fixierung wurden die Proben 
unter Beigabe von 1 ml PBS- Puffer für 10 min. bei 1000g zentrifugiert und anschließend der 
Überstand abgesaugt. Die Fibrinogen- Anbindung wurde  nach Zugabe von 0,5 ml PBS- Puffer 
durchflusszytometrisch bestimmt. 
 
Weiterhin wurden die Aktivierbarkeit der Thrombozyten und die Auslösbarkeit der Degranulation 
mit TRAP untersucht.  
Als Aktivierungsmarker wurde dabei ein Antikörper gegen das thrombozytäre Antigen CD63 
eingesetzt.  
Bei CD63 handelt es sich um einen Rezeptor, der bei Degranulation der elektronendichten 
Granula der Thrombozyten auf der Zelloberfläche exprimiert wird. Somit wurde die 
Degranulation der elektronendichten Granula untersucht.   
Dazu wurde aus PRP eine Thrombozytenlösung hergestellt, die 25000 Thrombozyten/µl in 
PBS- Puffer enthielt. Die Proben wurden für 10 min. mit TRAP in den Konzentrationen 6,25- 
100 µg/ml aktiviert, dann im Verhältnis 1:1 (V:V) mit 1% Formaldehydlösung für 30 min. fixiert. 
Nach der abgeschlossenen Fixierung wurden die Proben gewaschen, indem sie unter Beigabe 
von 1 ml PBS- Puffer für 10 min. bei 1000g zentrifugiert wurden. Anschließend wurde der 
Überstand abgesaugt. Es wurden je 5 µg/ml des Antikörpers zu den Proben gegeben, die unter 
leichtem Schwenken für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Dann erfolgte ein zweiter 
Waschgang. Die Antikörper- Bindung wurde nach Zugabe von 0,5 ml PBS- Puffer 
durchflusszytometrisch bestimmt. 
 
Schließlich sollte untersucht werden, ob es durch den Einfluss der Herzpumpen zur Ausbildung 
des prokoagulanten Zustands der Thrombozyten kam.   
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Dieser Nachweis gelang im PRP durchflusszytometrisch mit FITC- markiertem AnnexinV, einem 
spezifischen Liganden von Aminophospholipiden, der Ca2(+)- abhängig an Phosphatidylserin 
bindet (humanes rekombinantes Annexin V- FITC, Bender MedSystems, Wien). 
Für die Versuche wurden die Probenansätze in Hepes/ Tyrodepuffer auf eine 
Thrombozytenzahl von 50000 Thrombozyten/µl und eine CaCl2- Konzentration von 6 mM 
eingestellt. Die Proben wurden für 15 min. mit je 10 µg/ml FITC- markiertem AnnexinV unter 
leichtem Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend ruhten die Zellen für 15 min. 
Nach Zugabe von 500 µl von Hepes/ Puffer mit einer CaCl2- Konzentration von 2mM wurde die 
AnnexinV- FITC- Anbindung im Durchflusszytometer bestimmt. Dabei lassen sich durch die 
Bindung von Annexin V an exponiertes Phosphatidylserin die im Rahmen der Ausbildung des 
prokoagulanten Zustands stattgefundenen Membranumbauprozesse der thrombozytären 
Zellmembran nachweisen. 
 
Die Untersuchung der Monozytenfunktion wurde im Vollblut durchgeführt.  
Zunächst wurden zur Bestimmung der Mac-1- Expression auf den Monozyten je 5 µg/ml FITC- 
markierter Anti CD14- Antikörper und PE- markierter Anti CD11b- Antikörper vorgelegt und mit 
Vollblut für 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben im 
Verhältnis 1:1 (V:V) mit 0,4% Formaldehydlösung für 30 min. fixiert. Nach der Fixierung erfolgte 
ein Waschgang, bei dem die Proben nach Beigabe von 1 ml PBS- Puffer für 10 min. bei 1000g 
zentrifugiert und anschließend abgesaugt wurden. Dann wurden die Proben mit je 1 ml 
Lyselösung lysiert und wiederum gewaschen, bis die Zelltrümmer und das Hämoglobin entfernt 
und die Probenlösung klar war.  
Anschließend wurde die Antikörper- Bindung durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei erlaubte 
die Anbindung des Anti- CD14- Antikörpers die eindeutige Identifizierung der Monozyten, 
während durch Anbindung des Anti- CD11b- Antikörpers die Expression des Mac-1- Integrins 
nachgewiesen werden konnte. 
 
III.7 Kopplung von Fluorescein- Isothiocyanat (FITC) an Fibrinogen    
Die Kopplung des FITC an Fibrinogen erfolgte leicht modifiziert nach der Methode von Xia et al 
(1996). 
Hochreines Humanes Fibrinogen (FIB2, 1280AL, Enzyme Research Labs) wurde gemäß der 
untenstehenden Auflistung in PBS- Puffer gelöst und mit FITC (Fluorescein- Isothiocyanat) an 
Celite 10 % (Calbiochem, Bad Soden) versetzt. 
Die Lösung wurde im Dunkeln bei Raumtemperatur für 24h geschwenkt. Dann wurden die nicht 
gelösten Reagenzien bei Raumtemperatur bei 13000xg für 10 min. abzentrifugiert und der 
Überstand auf eine mit PBS- Puffer äquilibrierte Sephadex- G25- Säule (Pharmacia, Freiburg) 
gegeben. Es wurde mit PBS- Puffer (pH 7,4) eluiert. Durch die Gelfiltration bei 4°C wurde das 
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FITC- konjugierte Fibrinogen vom unkonjugierten FITC getrennt. Das in PBS gelöste und an 
FITC gekoppelte Fibrinogen wurde fraktioniert aufgefangen. 
Anschließend wurde die Absorption der Proteinlösung bei einer Wellenlänge von 280 nm und 
495 nm photometrisch gemessen und das Verhältnis von gebundenem FITC pro Protein (FITC/ 
Protein- Ratio) nach folgender Formel berechnet: 
 
C(mg/ml) = OD280 – (0,35x OD495) 
                                      E         
Molarer Absorptionskoeffizient E (Fibrinogen) = 1,4. 
Das FITC- markierte Fibrinogen wurde für den durchflusszytometrischen Nachweis der 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten und Monozyten in einer Konzentration von 150 µg/ml 
eingesetzt. 
 
Zusammensetzung der Proteinlösung zur Kopplung von FITC an Fibrinogen: 
20 mg Fibrinogen 
10 mg FITC (Fluorescein- Isothiocyanat) an Celite 
9 ml PBS- Puffer pH 7,4 
1 ml 3,13 % Citrat- Lösung 
48 µl 5% Na2CO3- Lösung 
 
III.8 Statistische Auswertung der experimentellen Daten 
Die durchflusszytometrisch ermittelten logarithmischen Werte wurden zunächst in lineare Werte 
umgerechnet. Die logarithmischen Werte entsprechen den Fluoreszenzintensitäten der 
Hauptpopulation der gemessenen Zellen (Mediane). Aus den linearen Werten wurde der 
Mittelwert berechnet. Für die statistische Auswertung dieser Mittelwerte wurde der Student’sche 
t- Test für unpaare Stichproben verwandt. Ein Wert von p < 0,05 wurde als signifikant gewertet. 













IV.1 Aktivierung von Blutzellen mit Idea- HSA 
Bei den hier vorgestellten Versuchen wurde die Funktion der Thrombozyten und Monozyten 
unter dem Einfluss von Idea- HSA (=Immune Defense Altered- Human Serum Albumin) 
untersucht. Bei Idea- HSA handelt es sich um Albumin, das unter dem Einfluss des MPO/ 
HOCl- Systems oxidativ verändert worden ist. Diese oxidativen Veränderungen sind den im 
Rahmen von Entzündungsreaktionen, z.B. in atherosklerotischen Läsionen, auftretenden 
Veränderungen vergleichbar.  
 
IV.1.1 Aktivierung von Thrombozyten mit Idea- HSA 
Um die Wirkung des Idea- HSA auf die Aktivierbarkeit von Thrombozyten zu charakterisieren, 
wurden verschiedene Funktionsparameter der Thrombozytenaktivierung unter dem Einfluss von 
Idea- HSA untersucht. 
 
IV.1.1.1 Fibrinogen- Bindung 
Zunächst wurde der Einfluss von Idea- HSA auf die Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
untersucht.  
 Die feste Bindung von löslichem Fibrinogen (hier als Fibrinogen-FITC) an Thrombozyten kann 
nur nach Aktivierung der Thrombozyten durch einen Agonisten erfolgen.  
Ein Beispiel für diesen Mechanismus ist die Thrombozytenaktivierung durch den 
Thrombozytenagonisten TRAP (Thrombin related activating peptid). Dabei handelt es sich um 
eine Aminosäure- Sequenz aus dem Thrombinrezeptor PAR-1 (Protease activated receptor 1), 
die nach der durch Thrombin induzierten Spaltung des PAR-1 als neuer N- Terminus des PAR-
1 freigelegt wird, so dass sie als intramolekularer Rezeptoragonist mit dem PAR-1 selbst 
interagieren kann.  
Durch diese Interation kommt es in den Thrombozyten, über G-Proteine vermittelt, zu Outside-in 
signalling, das dann wiederum über Inside-out signalling den GPIIbIIIa-Rezeptor aktiviert.  
In Folge dessen wird das lösliche Fibrinogen fest und irreversibel an den aktivierten GPIIbIIIa- 
Rezeptor gebunden (Selnick et al, 2003). 
 Somit kann die Bindung von löslichem Fibrinogen als Aktivierungsmarker auf den 
Thrombozyten nachgewiesen werden.  
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Es wurde die Fibrinogen- Bindung an gelfiltrierten Thrombozyten (GFP), an Thrombozyten im 
PRP und an Thrombozyten im Vollblut untersucht. Dazu wurde FITC- markiertes Fibrinogen 
verwandt. 
 




 Idea- HSA induziert dosisabhängig die 
Bindung von Fibrinogen an gelfiltrierte 
Thrombozyten. 
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem 
Blut wurden gelfiltriert und auf eine 
Konzentration von 25000/µl eingestellt. FITC- 
konjugiertes Fibrinogen wurde in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 1000 
µl Puffer gestoppt und die Proben unmittelbar 
durchflusszytometrisch ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Fibrinogen- 
FITC- Bindung, n=3 , *p<0,05, **p<0,01. 
 
 
Abb.VI.1.1.1.1 zeigt, dass es unter dem Einfluss von Idea- HSA zu einer starken, 
dosisabhängigen Zunahme der Fibrinogenbindung an die mit Citrat antikoagulierten, 
gelfiltrierten Thrombozyten (GFP) kam. Durch die Gelfiltration wurden die Thrombozyten von 
den Plasmabestandteilen getrennt. Wie die Abbildung zeigt, bewirkte bereits eine Idea- HSA- 
Konzentration von 0,2 µg/ml eine signifikante Zunahme der Fibrinogenbindung an die 
Thrombozyten (* p < 0,05). Ab einer Idea- HSA- Konzentration von etwa 1 µg/ml war die 
Zunahme der Fibrinogenbindung auf einem signifikanten Niveau (** p < 0,01). Durch Einsatz 







































IV.1.1.1.2 Idea-HSA induzierte Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
im Plättchen- reichen Plasma 
 
Abb.VI.1.1.1.2:  
Idea- HSA induziert dosisabhängig die Bindung von Fibrinogen 
an Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma. 
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut wurden in 
Plättchen- reichem Plasma auf 25000/µl eingestellt. FITC- 
konjugiertes Fibrinogen wurde in einer Konzentration von 150 
µg/ml zugegeben. Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. 
wurde die Reaktion durch Fixation gestoppt. Die Thrombozyten 
wurden gewaschen und am Durchflusszytometer ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Fibrinogen- FITC- Bindung, n=3 




Wie in Abb.VI.1.1.1.2 dargestellt, bewirkte Idea- HSA auch an Thrombozyten im 
thrombozytenreichen Plasma (PRP), die aus Citrat- antikoaguliertem Blut hergestellt worden 
sind, eine dosisabhängige Zunahme der Fibrinogenbindung. Für die Aktivierung der 
Thrombozyten im PRP wurden höhere Idea- HSA- Konzentrationen eingesetzt als für die 
Aktivierung der Thrombozyten im GFP. Aus Abb.VI.1.1.1.2 wird ersichtlich, dass bei der 
Aktivierung der Thrombozyten im PRP erst eine Idea- HSA- Konzentration von 2 µg/ml eine 
signifikante Zunahme der Fibrinogenbindung zu induzieren vermochte. Es muss jedoch 
beachtet werden, dass bei diesem Versuch bereits die Grundanbindung des Fibrinogens recht 
hoch war.  
Betrachtet man vergleichend Abb.VI.1.1.1.1, so zeigt sich, dass bei Aktivierung der gelfiltrierten 
Thrombozyten bereits 1 µg/ml Idea- HSA ausreichten, um eine signifikante Zunahme der 
Fibrinogenbindung zu erzielen. Durch 2 µg/ml Idea- HSA kam es zur  vollständigen Aktivierung 
der Thrombozyten. 
Im PRP hingegen bewirkte die Steigerung der Idea- HSA- Konzentration auf 5 µg/ml eine 
weitere Zunahme der Fibrinogenbindung, so dass die Thrombozyten nahezu vollständig 







































IV.1.1.1.3 Idea-HSA induzierte Fibrinogen- Bindung im Vollblut 
 
Abb.VI.1.1.1.3:  
Idea- HSA induziert dosisabhängig die Bindung von 
Fibrinogen an Thrombozyten im Vollblut.  
Zu Fragmin- antikoaguliertem Vollblut wurde FITC- 
konjugiertes Fibrinogen in einer Konzentration von 150 
µg/ml zugegeben. Nach einer Aktivierungszeit von 30 
min. wurde die Reaktion durch Fixation gestoppt und 
die Proben gewaschen. Die Erythrozyten wurden 
lysiert, gewaschen und am Durchflusszytometer 
ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- 





Abb.VI.1.1.1.3 zeigt, dass es im Fragmin- antikoagulierten Vollblut unter dem Einfluss von Idea- 
HSA zu einer dosisabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an die Thrombozyten kam. 
Jedoch wurde erst bei Einsatz von 5 µg/ml Idea- HSA eine signifikante Zunahme der 
Fibrinogen- Bindung erreicht. Eine weitere Steigerung der Idea- HSA- Konzentration auf 10 
µg/ml bewirkte einen weiteren leichten Anstieg der Fibrinogenbindung.  
Vergleicht man diesen Versuch mit der durch Idea- HSA induzierten Fibrinogenbindung an 
gelfiltrierte Thrombozyten oder an Thrombozyten im PRP, so wird deutlich, dass zur Aktivierung 
der Thrombozyten im Vollblut höhere Idea- HSA- Konzentrationen nötig waren als für die 
Aktivierung gelfiltrierter Thrombozyten (siehe Abb.VI.1.1.1.1). Im Vergleich zu dem im PRP 
durchgeführten Versuch (siehe Abb.VI.1.1.1.2) erkennt man, dass mit den gleichen Idea- HSA- 
Konzentrationen im Vollblut nur eine geringere Intensität des Fluoreszenzsignals erreicht 
werden konnte.  Die Thrombozyten wurden jedoch, wie in Abb.VI.1.1.1.3 erkennbar, im Vollblut 












































IV.1.1.2 Idea-HSA induzierte Präsentation von CD 62 P auf der 
Thrombozytenoberfläche: Sekretion der alpha- Granula 
 
Abb.VI.1.1.2:  
Idea- HSA induziert dosisabhängig die 
Präsentation von CD 62 P auf der 
Thrombozytenoberfläche gelfiltrierter 
Thrombozyten.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl eingestellt. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Fixierung mit Formaldehyd 
gestoppt und die Proben gewaschen. 
Anschließend wurden die Proben für 45 min. mit 
einem FITC- markierten Anti- CD62 P- AK (Klon 
AK-4) inkubiert und anschließend gewaschen. Die 
Proben wurden durchflusszytometrisch 
ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des 
FITC- markierten Anti- CD62 P- AK (Klon AK-4), n=3, * p<0,05. 
 
Als weiterer Parameter der Thrombozytenaktivierung wurde die aktivierungsabhängige 
Präsentation von CD 62 P auf der Thrombozytenoberfläche unter dem Einfluss von Idea- HSA 
untersucht. 
CD 62 P befindet sich in der Membran der alpha- Granula der ruhenden Thrombozyten. Bei 
Aktivierung der Zellen wird es durch Verschmelzung der Granulamembran mit der 
Thrombozytenmembran an die Oberfläche der Thrombozyten gebracht (Jurk, Kehrel, 2005). 
Daher konnte es als Marker für die Degranulation der alpha- Granula während der 
Thrombozytenaktivierung genutzt werden. Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenz- 
markierten Antikörpers gegen CD62P (Klon AK-4) (Abb.VI.1.1.2). Abb.VI1.1.2 zeigt, dass es bei 
Aktivierung der mit Citrat antikoagulierten gelfiltrierten Thrombozyten mit Idea- HSA zu einer 
raschen, zunächst auch dosisabhängigen Zunahme der Bindung des Anti- CD62P- Antikörpers 
(Klon AK-4) auf der Thrombozytenoberfläche, und damit auch der Sekretion der alpha- Granula, 
kam.  
Wurden nur geringe Konzentrationen des Idea- HSA eingesetzt, so beobachtet man erhebliche 
interindividuelle Schwankungen der Messwerte, die auf ein sehr unterschiedliches Ansprechen 
der Thrombozyten der verschiedenen Probanden auf das Idea- HSA hinweist. Bei einer Idea- 
HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml wurde die maximale Anbindung des Anti- CD 62P- 
Antikörpers erreicht. Die dabei erreichte Zunahme der Bindung des Anti- CD62 P- Antikörpers, 


































Steigerung der Idea- HSA- Konzentration fiel die Bindung des Anti- CD62P- Antikörpers wieder 
etwas ab, da kleine Aggregate nicht miterfasst wurden.  
Durch Einsatz höherer Konzentrationen des Idea- HSA wurde die vollständige Ausschüttung 
der alpha- Granula erreicht. Dabei glichen sich die Messwerte an. Dies zeigt, dass 
interindividuell keine große Schwankungen hinsichtlich der Ausstattung der Thrombozyten mit 
alpha- Granula bestehen. 
 
IV.1.1.3  Präsentation von CD 63 auf der Thrombozytenoberfläche: 
Sekretion der elektronendichten Granula 
Außer den alpha- Granula finden sich in ruhenden Thrombozyten auch elektronendichte 
Granula, die so genannten „dense bodies“. Diese elektronendichten Granula tragen in ihrer 
Membran das CD63. Sie werden ebenfalls bei Aktivierung ausgeschüttet, so dass das CD63 an 
die Thrombozytenoberfläche gelangt und dort aktivierungsabhängig, als Marker für die 
Exozytose der „dense bodies“, nachgewiesen werden kann (Jurk, Kehrel, 2005). Der Nachweis 
erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenz- markierten Antikörpers gegen CD63 (Klon H5C6).  
Wie in Abb.VI.1.1.3 erkennbar, wurde schon durch geringe Konzentrationen des Idea- HSA eine 
ausgeprägte Zunahme der Bindung des Anti- CD63- Antikörpers (Klon H5C6), hinweisend auf 
die Sekretion der elektronendichten Granula, auf der Thrombozytenoberfläche der mit Citrat 
antikoagulierten gelfiltrierten Thrombozyten induziert. Die Zunahme der Bindung des Anti- 
CD63- Antikörpers und damit der Expression der elektronendichten Granula erfolgte 
dosisabhängig. Bei Einsatz einer Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml wurde die maximale 
Bindung des Anti- CD63- Antikörpers erreicht. Die Zunahme der Antikörperbindung war dabei 
signifikant (*** p< 0,001). Durch Idea- HSA kam es zur vollständigen CD63- Sekretion. 
 
Abb.VI.1.1.3: 
Idea- HSA- induziert dosisabhängig die 
Präsentation von CD 63 auf der 
Thrombozytenoberfläche gelfiltrierter 
Thrombozyten.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/µl eingestellt. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Fixation gestoppt und die Proben 
gewaschen. Anschließend wurden die Proben für 
45 min. mit einem FITC- markierten Anti- CD63- 
AK (Klon H5C6) inkubiert und anschießend 
gewaschen. Die Proben wurden 
durchflusszytometrisch ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- 

































Wie schon bei Betrachtung der Ausschüttung der alpha- Granula, findet man auch in Bezug auf 
die aktivierungsabhängige Ausschüttung der „dense bodies“, dass es bei Einsatz geringer Idea- 
HSA- Konzentrationen zu deutlichen interindividuellen Schwankungen der thrombozytären 
Reaktion kam. Es zeigte sich, dass die Thrombozyten von verschiedenen Probanden sehr 
unterschiedlich auf die eingesetzten  Idea- HSA-Konzentrationen ansprachen. Bei Einsatz einer 
Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml kam es zur vollständigen Ausschüttung der dense 
bodies. Dabei glichen sich die Messwerte an. Dies zeigt, dass die interindividuellen Differenzen 
vor allem im Ansprechen auf das Idea- HSA zum Tragen kamen, während die maximal 
induzierbare Thrombozytenaktivität interindividuell keine große Spannweite aufwies.  
 




Idea- HSA induziert dosisabhängig die 
Mikropartikelbildung aus gelfiltrierten 
Thrombozyten. 
Die Bildung der Mikropartikel aus Citrat- 
antikoagulierten gelfiltrierten Thrombozyten wurde 
durch Schütteln der Thrombozyten während der 
Aktivierungsphase von 1h unterstützt. Die 
Reaktion wurde durch Beigabe von 1000 µl H/ T- 
Puffer beendet, dann wurden die Proben sofort 
durchflusszytometrisch gemessen. Bei der 
Messung im Durchflusszytometer wurden die 
Mikropartikel durch Eingrenzen der intakten 
Thrombozyten und der entstandenen kleineren 
Mikropartikel bestimmt. Darstellung der Anzahl der 
Mikropartikel, n=3, ** p<0,01, *** p<0,001.  
 
Bei sehr starker Thrombozytenaktivierung kommt es durch Abspaltung von Anteilen der Zellen 
zur Bildung von Mikropartikeln (Jurk, Kehrel, 2005).  
Es wurde untersucht, ob es bei Aktivierung der mit Citrat antikoagulierten gelfiltrierten 
Thrombozyten durch Idea- HSA zur Bildung von Mikropartikeln kam. Da es sich bei den 
Mikropartikeln um Abspaltungen von den Thrombozyten handelt, sind sie deutlich kleiner und 
lassen sich somit von den intakten Thrombozyten abgrenzen (Abb.VI.1.1.4). Wie aus 
Abb.VI.1.1.4 ersichtlich, induzierten schon geringe Idea- HSA- Konzentrationen die Bildung von 



























Zunahme der Mikropartikelbildung war bereits signifikant. Durch 2 µg/ml Idea- HSA wurde die 
Mikropartikelbildung weiter gesteigert.   
 
IV.1.1.5  Bindung von Annexin V an gelfiltrierte Thrombozyten 
Als weiterer Parameter der Thrombozytenaktivierung wurde die Umwandlung der 
Thrombozytenoberfläche in eine prokoagulante Oberfläche untersucht.  
Zur Stabilisierung eines entstehenden Thrombus ist die Spaltung von Prothrombin zu Thrombin 
durch den Prothrombinase- Komplex, der aus dem Faktor Xa, dem Faktor Va und Prothrombin 
besteht, notwendig. Anschließend wird durch das entstehende Thrombin Fibrinogen zu Fibrin 
gespalten, so dass sich ein stabiles Fibrinnetz ausbilden kann.  
Eine Voraussetzung für die Bildung des Prothrombinasekomplexes auf der 
Thrombozytenoberfläche ist die Umwandlung der Thrombozytenmembran in eine 
prokoagulante Oberfläche. Es entstehen somit Bindungsstellen für den Prothrombinase- 
Komplex. Dies geschieht durch Membranumbauprozesse, durch die negativ geladene 
Phospholipide wie das Phosphatidylserin, die sich normalerweise auf der Innenseite der 
Zellmembran befinden, nach außen gekehrt werden. Die Anbindung von Annexin V an 
Phosphatidylserin weist darauf hin, dass diese Membranumbauprozesse stattgefunden haben. 
Diese Membranumbau- Prozesse sind abhängig von direktem Zell- Zell- Kontakt (Dörmann D et 
al, 2000, Razmara et al, 2007). 
 
IV.1.1.5.1  Idea-HSA induzierte Bindung von Annexin V an gelfiltrierte 
Thrombozyten 
Es wurde mit Hilfe von FITC- markiertem Annexin V zunächst untersucht, ob die Oberfläche der 
mit Citrat antikoagulierten gelfiltrierten Thrombozyten unter dem Einfluss von Idea- HSA zu 
einer prokoagulanten Oberfläche umgewandelt wurde.  
Wie aus Abb.VI.1.1.5.1 ersichtlich, konnte durch geringe Mengen Idea- HSA noch keine 
Zunahme der Annexin V- Bindung, hinweisend auf die Umwandlung der 
Thrombozytenmembran, hervorgerufen werden. Erst bei einer Aktivierung der Thrombozyten 
durch eine Idea- HSA- Konzentration von 1 µg/ml kam es zu einem Anstieg der Annexin V- 
FITC- Bindung, die  auf die Ausbildung einer prokoagulanten Thrombozytenoberfläche 
schließen lässt. Die Zunahme der Annexin V- FITC- Bindung, die auf den stattgefundenen 
Membranumbau hinwies, war bei einer Idea- HSA- Konzentration von 1 µg/ml signifikant. Unter 
dem Einfluss höherer Idea- HSA- Konzentrationen nahm die Ausbildung der prokoagulanten 
Oberfläche weiter zu. Bei einer Idea- HSA- Konzentration von 2 µg/ml ist die Zunahme der 





Idea- HSA induziert dosisabhängig die Bindung 
von Annexin V an gelfiltrierte Thrombozyten.  
Die aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
hergestellten gelfiltrierten Thrombozyten wurden 
in H/T- Puffer mit einer CaCl2- Konzentration 
von 6 mM auf 25000/µl eingestellt. Die Proben 
wurden 30 min. unter Schütteln aktiviert, dann 
mit 10 µg/ml FITC- markiertem Annexin V unter 
Schwenken für 20 min. inkubiert. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 500 µl von H/T Puffer 
mit einer CaCl2- Konzentration von 2 mM 
gestoppt und die Annexin V- FITC- Anbindung 
im Durchflusszytometer bestimmt. Darstellung 
der Annexin V- FITC- positiven Thrombozyten in  
%,  n=3, * p<0,05, *** p<0,001. 
 
 
IV.1.1.5.2  Thrombin und Kollagen induzierte Bindung von Annexin V an 
Thrombozyten  
Zum Vergleich mit der durch Idea- HSA induzierten Ausbildung einer prokoagulanten 
Oberfläche wurde der Nachweis der Membranumbauprozesse, die zur Ausbildung einer 
prokoagulanten Oberfläche führen, auch noch mit Thrombin und mit Thrombin plus 2 µg/ml 
Kollagen durchgeführt. In beiden Fällen wurden Citrat- antikoagulierte, gelfiltrierte 
Thrombozyten verwandt.  
 
Abb.VI.1.1.5.2.1: 
Thrombin induziert dosisabhängig 
die Bindung von Annexin V an 
gelfiltrierte Thrombozyten.  
Die aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
hergestellten gelfiltrierten 
Thrombozyten wurden in H/T- 
Puffer mit einer CaCl2- 
Konzentration von 6 mM auf 
25000/µl eingestellt. Die Proben 
wurden 10 min. unter Schütteln 
aktiviert, dann mit 10 µg/ml FITC- 
markiertem Annexin V unter 
Schwenken für 20 min. inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von 500 µl von H/T Puffer mit einer 









































































gestoppt und die AnnexinV- FITC- Anbindung im Durchflusszytometer bestimmt. Darstellung der Annexin V- FITC- 
positiven Thrombozyten in %,  n=3, * p<0,05, n.s. nicht signifikant. 
 
Abb.VI.1.1.5.2.2: 
Thrombin plus 2 µg/ml Kollagen 
induzieren dosisabhängig die Bindung 
von Annexin V an gelfiltrierte 
Thrombozyten.  
Die aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
hergestellten gelfiltrierten Thrombozyten 
wurden in H/T- Puffer mit einer CaCl2- 
Konzentration von 6 mM auf 25000 /µl 
eingestellt. Die Proben wurden 10 min. 
unter Schütteln aktiviert, dann mit 10 
µg/ml FITC- markiertem Annexin V unter 
Schwenken für 20 min. inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 500 
µl von H/T Puffer mit einer CaCl2- 
Konzentration von 2 mM gestoppt und 
die Annexin V- FITC- Anbindung im Durchflusszytometer bestimmt. Darstellung der Annexin V- FITC- positiven 
Thrombozyten in %, n= 3 , * p<0,05, ** p<0,01. 
 
Abb.VI.1.1.5.2.3:  
Vergleichende Darstellung der Bindung von Annexin 
V an gelfiltrierte Thrombozyten, induziert zum einen 
durch Thrombin plus 2 µg/ml Kollagen, zum anderen 
durch Thrombin alleine, jeweils n=3.  
Die aus Citrat- antikoaguliertem Blut hergestellten 
gelfiltrierten Thrombozyten wurden in H/T- Puffer mit 
einer CaCl2- Konzentration von 6 mM auf 25000/µl 
eingestellt. Die Proben wurden 10 min. unter 
Schütteln aktiviert, dann mit 10 µg/ml FITC- 
markiertem Annexin V unter Schwenken für 20 min. 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 
µl von H/T Puffer mit einer CaCl2- Konzentration von 
2 mM gestoppt und die Annexin V- FITC- Anbindung 
im Durchflusszytometer bestimmt.  
Raute: Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin; 
Dreieck: Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin + 2 µg/ml Kollagen 
 Darstellung der Annexin V- FITC- positiven Thrombozyten in %,  n= 3, *** p<0,001.  
 
Abb.VI.1.1.5.2.1 zeigt, dass bereits eine Thrombin- Konzentration von 0,2 U/µl eine signifikante 
Zunahme der Annexin V- FITC- Bindung bewirkte. Durch Einsatz höherer Thrombin- 
Konzentrationen ließ sich die Annexin V- FITC- Bindung dosisabhängig weiter steigern, jedoch 









0 0,5 1 1,5









































0 0,5 1 1,5


























Noch in verstärktem Maße ließ sich durch Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin plus 
Kollagen der prokoagulante Zustand auch schon mit geringen Konzentrationen der Agonisten 
erreichen, wie in Abb.VI.1.1.5.2.2 dargestellt.  
In der Kombination mit 2 µg/ml Kollagen ließ sich schon durch eine Thrombin- Konzentration 
von 0,1 U/µl eine signifikante Zunahme der Annexin V- FITC- Bindung erzielen. Unter dem 
Einfluss höherer Thrombinkonzentrationen bei gleich bleibender Kollagenkonzentration nahm 
die Annexin V- Bindung dosisabhängig zu. Ab einer Thrombinkonzentration von 0,2 U/µl war die 
Zunahme der Annexin V- Bindung signifikant. Bei einer Thrombinkonzentration von 0,5 U/µl 
wurde eine maximale Annexin V- Bindung erreicht. Durch eine weitere Steigerung der 
Thrombinkonzentration auf 1 U/µl ließ sich die Annexin V- Bindung nicht mehr wesentlich 
steigern.  Dies weist darauf hin, dass durch Thrombin plus Kollagen der vollständige Umbau der 
Thrombozytenoberfläche in eine prokoagulante Membran induziert wurde. 
Abb.VI.1.1.5.2.3 zeigt den direkten Vergleich dieser beiden Versuche. Dabei wird deutlich, um 
wie viel stärker die durch die Kombination aus Thrombin und Kollagen induzierbare Annexin V- 
Bindung im Vergleich zu der durch Thrombin alleine induzierbaren Annexin V- Bindung war. Der 
Unterschied zwischen den beiden Kurven ist signifikant. 
 




RFYVVMWK induziert dosisabhängig die 
Bindung von Annexin V an gelfiltrierte 
Thrombozyten.  
Die aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
hergestellten gelfiltrierten Thrombozyten 
wurden in H/T- Puffer mit einer CaCl2- 
Konzentration von 6 mM auf 25000/µl 
eingestellt. Die Proben wurden 10 min. 
unter Schütteln aktiviert, dann mit 10 µg/ml 
FITC- markiertem Annexin V unter 
Schwenken für 20 min. inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 500 µl 
von H/T Puffer mit einer CaCl2- 
Konzentration von 2 mM gestoppt und die 
Annexin V- FITC- Anbindung im 
Durchflusszytometer bestimmt. Darstellung 






































Weiterhin wurde vergleichend die Ausbildung einer prokoagulanten Thrombozytenoberfläche 
bei Aktivierung der Thrombozyten mit dem C-terminalen Thrombospondin-1 Peptid 
RFYVVMWK untersucht (Abb.VI.1.1.5.3).  
Abb.VI.1.1.5.3 zeigt die durch RFYVVMWK induzierte Bindung von FITC- markiertem Annexin 
V an mit Citrat antikoagulierte gelfiltrierte Thrombozyten. Eine RFYVVMWK- Konzentration von 
50 µmol/l bewirkte eine signifikante Zunahme der Annexin V- Bindung. Durch eine Erhöhung 
der RFYVVMWK- Konzentration ließ sich die Annexin V- Bindung dosisabhängig weiter 
steigern. Bei einer Konzentration von 75 µmol/l wurde die Zunahme der Annexin V- Bindung 
signifikant. Mit den hierbei eingesetzten RFYVVMWK- Konzentrationen von maximal 100 µmol/l 
ließ sich keine vollständige Umwandlung der Thrombozytenoberfläche in eine prokoagulante 
Oberfläche erreichen.  
Vor allem bei Verwendung hoher RFYVVMWK- Konzentrationen kommt es zu erheblichen 
interindividuellen Variationen in der Wirkung des RFYVVMWK. 
 
IV.1.1.6  Bindung von endogenem Thrombospondin-1 an 
Thrombozyten 
Das Glykoprotein Thrombospondin- 1 ist ein homotrimeres Adhäsionsmolekül, das von den 
Megakaryozyten gebildet wird und sich in den alpha- Granula der Thrombozyten findet. Es dient 
der Zell- Zell-, ebenso wie der Zell- Matrixverbindung. Bei Aktivierung der Thrombozyten mit 
Exozytose der alpha- Granula kommt es zur Freisetzung des gespeicherten Trombospondin-1. 
Ein Thrombospondin-1 - Rezeptor auf der Oberfläche der Thrombozyten ist das CD36. Ein Teil 
des endogenen, ausgeschütteten Thrombospondin-1 bindet zurück an den CD36 der 
Thrombozyten (Speziale, Detwiler, 1990). 
Es wurde untersucht, ob es bei Aktivierung von mit Citrat antikoagulierten gelfiltrierten 
Thrombozyten (GFP) und von Thrombozyten im mit Citrat antikoagulierten  Plättchen-reichen 
Plasma (PRP) mit Idea- HSA zur Freisetzung des Thrombospondin- 1 aus den alpha- Granula 
und zur endogenen Rückbindung kommt. Das gebundene Thrombospondin- 1 wurde mit Hilfe 











IV.1.1.6.1 Idea-HSA induzierte Bindung von endogenem 
Thrombospondin-1 an gelfiltrierte Thrombozyten 
 
Abb.VI.1.1.6.1:  
Idea- HSA induziert dosisabhängig die Bindung 
von endogenem Thrombospondin-1 auf der 
Thrombozytenoberfläche gelfiltrierter 
Thrombozyten.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/µl eingestellt. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde 
die Reaktion durch Fixation gestoppt und die 
Proben gewaschen. Dann wurden die Proben mit 
einem PE- markierten Anti- TSP-1- AK (Klon 
P10) in einer Endkonzentration von 5 µg/ml unter 
leichtem Schwenken für 1h inkubiert. Die Proben 
wurden gewaschen und durchflusszytometrisch 
ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des PE- markierten Anti- TSP-1- AK (Klon P 10), n=3, *** p<0,001.  
 
Abb.VI.1.1.6.1 zeigt die Bindung des PE- markierten Anti- TSP-1- AK (Klon P10) an gelfiltrierte 
Thrombozyten, mit dem das endogene, rückgebundene Thrombospondin-1 markiert wurde. 
Es kommt zu einem raschen, dosisabhängigen Anstieg der Antikörper- Bindung. Bereits bei 
einer Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml ist der Anstieg signifikant. Bei einer Idea- HSA- 
Konzentration von 1 µg/ml nimmt die Bindung des Anti- TSP-1- Antikörpers weiter zu. Durch 































IV.1.1.6.2 Idea-HSA induzierte Bindung von endogenem 
Thrombospondin-1 an Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma 
 
Abb.VI.1.1.6.2:  
Idea-HSA induziert dosisabhängig die Bindung von 
endogenem Thrombospondin-1 auf der 
Thrombozytenoberfläche von Thrombozyten im 
Plasma.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden im Plasma auf 25000/ µl eingestellt. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die Reaktion 
durch Fixation gestoppt und die Proben gewaschen. 
Dann wurden die Proben mit einem PE- markierten 
Anti- TSP-1- AK (Klon P10) in einer Endkonzentration 
von 5 µg/ml unter leichtem Schwenken für 1h inkubiert. 
Die Proben wurden gewaschen und 
durchflusszytometrisch ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des PE- markierten Anti- TSP-1- AK (Klon P 10), n=3, * p<0,05, *** p<0,001. 
 
Wie in Abb.VI.1.1.6.2 erkennbar, induzierte Idea- HSA die dosisabhängige Anbindung des Anti- 
TSP-1- Antikörpers (Klon P10), hinweisend auf die Rückbindung des endogenen 
Thrombospondin-1, an die Thrombozyten. Durch eine Idea- HSA- Konzentration von 2 µg/ml 
konnte eine signifikante Zunahme der Bindung des Anti- TSP- Antikörpers erreicht werden.   
Für die im Plättchen-reichen Plasma durchgeführte Thrombozytenaktivierung waren, wie auch 
bei anderen Versuchen, die im Plasma durchgeführt wurden,  höhere Idea- HSA- 
Konzentrationen notwendig als zur Aktivierung gelfiltrierter Thrombozyten. Es wurde bei 
Durchführung des Versuchs im Plättchen-reichen Plasma mehr Thrombospondin-1 
rückgebunden als bei Verwendung von gelfiltrierten Thrombozyten.  
IV.1.2  Aktivierung von Monozyten mit Idea-HSA  
Da es im Rahmen von Entzündungsreaktionen zu vielfältigen Wechselwirkungen zwischen 
aktivierten Thrombozyten und Monozyten kommt, sollte untersucht werden, ob auch Monozyten 

































IV.1.2.1 Idea-HSA induzierte MAC-1- Expression auf Monozyten  
 
Abb.VI.1.2.1: 
Mac-1- Expression auf Monozyten im Vollblut unter dem 
Einfluss von Idea- HSA. 
Durch Idea-HSA konnte keine Zunahme der MAC-1- 
Expression auf den Monozyten im Fragmin- 
antikoagulierten Vollblut erreicht werden. Zum Nachweis 
der Mac-1 Expression auf den Monozyten im Fragmin- 
antikoagulierten Vollblut wurden die Proben für 30 min. 
aktiviert. Die Reaktion wurde durch Fixation beendet und 
die Proben gewaschen. Dann wurden die Proben für 1h mit 
einem FITC- markierten Anti-CD14 AK und einem PE- 
markierten Anti- CD11b AK in einer Endkonzentration von 
je 5 µg/ml unter Schwenken für 1h inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben gewaschen und die Erythrozyten lysiert 
Die Bindung der Antikörper wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Logarithmische Darstellung der Bindung des PE- 
markierten Anti- CD11b- AK (Klon LeuTMD12), n= 3, n.s.  nicht signifikant.  
 
Zunächst wurde die Mac-1- Expression auf Monozyten unter dem Einfluss von Idea- HSA 
untersucht. Bei Aktivierung der Monozyten kommt es durch Degranulation zur vermehrten 
Expression des induzierbaren Makrophagen- Antigen-1 (MAC-1, CD11b/ CD18) auf der 
Oberfläche der Monozyten. Es dient somit als Aktivierungsmarker der Monozyten. Das Mac-1 
Integrin kann unter anderem mit Fibrinogen, das auf der Oberfläche aktivierter Thrombozyten 
gebunden ist, interagieren und dient somit der festen Verbindung zwischen Thrombozyten und 
Leukozyten. Diese Interaktion zwischen hämostatischen und inflammatorischen Prozessen 
spielt z.B. für die Emigration der Leukozyten in entzündetes Gewebe eine große Rolle (May et 
al, 2007).  
Der Nachweis des Mac-1 Integrins auf den Monozyten wurde mit Hilfe eines PE- markierten 
monoklonalen Antikörpers gegen CD11b (Klon LeuTMD12) im Fragmin- antikoagulierten 
Vollblut ausgeführt (Abb.VI.1.2.1).  
Wie in Abb.VI.1.2.1 erkennbar, bewirkte das Idea- HSA in den eingesetzten Konzentrationen 
keine dosisabhängige Veränderung der Bindung des Anti- Mac- 1- Antikörpers an die 
Monozyten und damit der Präsentation des Mac-1- Integrins auf den Monozyten. Es kam zu 





























IV.1.2.2 Idea-HSA induzierte Fibrinogen- Bindung an Monozyten 
 
Abb.VI.1.2.2:  
Idea-HSA induziert dosisabhängig die Bindung 
von Fibrinogen an Monozyten im Vollblut. 
Zu Fragmin- antikoaguliertem Vollblut wurde 
FITC- konjugiertes Fibrinogen in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Fixation gestoppt und die Proben 
gewaschen. Zur eindeutigen Identifikation der 
Monozyten wurden die Proben für 1h mit einem 
PE- markierten Anti- CD14 AK (Klon MΩ P9) 
unter Schwenken inkubiert, dann gewaschen. 
Die Erythrozyten wurden lysiert, gewaschen und 
am Durchflusszytometer ausgewertet. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, n.s. nicht signifikant, ** p<0,01.*** 
p<0,001.  
  
Aktivierte Monozyten binden über den induzierbaren Mac-1- Rezeptor (CD11b/ CD18) mit hoher 
Affinität an Fibrinogen. Das Fibrinogen kann bei der Zellaggregation als Brücke zwischen den 
Monozyten und Thrombozyten dienen (Zarbock et al, 2007).  
Es wurde daher untersucht, ob Monozyten unter dem Einfluss von Idea- HSA vermehrt 
Fibrinogen binden (Abb.VI.1.2.2). 
Abb.VI.1.2.2 zeigt, dass bei Aktivierung der Monozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut die 
Fibrinogen- Bindung dosisabhängig zunahm, bis bei einer Idea- HSA- Konzentration von 5 
µg/ml die Monozyten vollständig aktiviert wurden, so dass sich die Fibrinogenbindung durch 
eine höhere Idea- HSA- Konzentration nicht mehr steigern ließ. Die Zunahme der Bindung des 
FITC- markierten Fibrinogens war bei Einsatz von 2 µg/ml Idea- HSA signifikant. 
  
IV.2  Inhibierung der Idea-HSA induzierten Blutzellaktivierung  
Es wurde untersucht, ob die durch Idea- HSA hervorgerufene Aktivierung der Thrombozyten 
und Monozyten mit Hilfe verschiedener natürlich vorkommender Substanzen gehemmt werden 
konnte. Zur Lösung einiger dieser Substanzen wurde das apolare Lösungsmittel DMSO 
verwendet. Jeder Substanz, die in DMSO gelöst wurde, wurde eine DMSO- Kontrollkurve 
zugeordnet, um einen Effekt des DMSO auf die Zellaktivierung auszuschließen. Es zeigte sich, 
dass das DMSO keinen Einfluss auf die Zellaktivität hatte, so dass die beobachteten Effekte nur 
den zu untersuchenden Substanzen zugeschrieben werden können. Es wird im Folgenden auf 


































Das Parthenolid ist ein pflanzliches Sesquiterpenlacton, dessen entzündungshemmenden 
Eigenschaften bekannt sind (Herrera et al, 2005; López- Franco et al, 2006). Abb.VI.2.1 zeigt 
die Strukturformel des Parthenolid. Es wurde der Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea- 
HSA aktivierten Blutzellen untersucht.  
 
 






IV.2.1.1  Einfluss von Parthenolid auf die Thrombozytenaktivierung 
mit Idea- HSA 
Zunächst wurde der Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea- HSA induzierte 
Thrombozytenaktivierung untersucht.  
 
IV.2.1.1.1 Einfluss von Parthenolid auf die Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen-Bindung an Thrombozyten 
Der erste in diesem Zusammenhang untersuchte Parameter war der Einfluss von Parthenolid 
auf die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte 
Thrombozyten. Dieser Versuch wurde unter Verwendung von gelfiltrierten Thrombozyten (GFP), 
Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma und von Thrombozyten im Vollblut durchgeführt. 




IV.2.1.1.1.1 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea- HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten 
 
Abb.VI.2.1.1.1.1.1: 
Die durch Idea- HSA induzierte 
dosisabhängige Bindung von Fibrinogen an 
gelfiltrierte Thrombozyten nimmt unter dem 
Einfluss von Parthenolid dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl eingestellt. 
FITC- konjugiertes Fibrinogen wurde in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 1000 µl Puffer 
gestoppt und die Proben unmittelbar 
durchflusszytometrisch ausgewertet. 
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen 
[µg/ml]: 0; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2; 5; zusätzlich eine 
DMSO- Kontrollkurve.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,2 µg/ml; 
Dreieck: 0,5 µg/ml; Kreuz: 1 µg/ml; Stern: 1,5 µg/ml; Punkt: 2 µg/ml; Strich: 5 µg/ml, Balken: DMSO- Kontrollkurve.  




Idea- HSA induziert dosisabhängig die Bindung von 
Fibrinogen an gelfiltrierte Thrombozyten:  
Darstellung des Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf 
die Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur Nullkurve.  
Die hierbei eingesetzte Menge des DMSO entspricht der, 
die zur Lösung der höchsten eingesetzten Parthenolid- 
Menge [5 µg/ml] nötig war. Zur Durchführung des 
Versuchs siehe Abb.VI.2.1.1.1.1.1.  
Raute= Nullkurve, Balken= DMSO- Kurve. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- 

































































Durch 2 µg/ml Idea- HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Citrat- 
antikoagulierten gelfiltrierten 
Thrombozyten unter dem Einfluss 
von Parthenolid.  
Die durch 2 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogen- Bindung nahm 
unter dem Einfluss von Parthenolid 
dosisabhängig ab, zusätzlich wurde 
eine DMSO- Kontrolle durchgeführt. 
Das DMSO hatte keinen Einfluss auf 
die Thrombozytenaktivität.  
Zur Durchführung des Versuchs 
siehe Abb.VI.2.1.1.1.1.1. Lineare 
Darstellung der Bindung des FITC- 
markierten Fibrinogens, n=3, * 
p<0,05, n.s. nicht sigifikant 
 
 
Wie in Abb.VI.1.1.1.1.1 bereits dargestellt, induzierte Idea- HSA dosisabhängig die 
aktivierungsabhängige Bindung von Fibrinogen an mit Citrat antikoagulierte gelfiltrierte 
Thrombozyten. Diese durch Idea- HSA induzierte Zunahme der Fibrinogenbindung ließ sich 
durch Parthenolid, wie aus Abb.VI.2.1.1.1.1.1 ersichtlich, in Abhängigkeit von der eingesetzten 
Konzentration hemmen. Mit einer Parthenolid- Konzentration von 5 µg/ml wurde eine 
signifikante Hemmung der Fibrinogenbindung erreicht. Jedoch vermochte es das Parthenolid in 
der maximalen hier eingesetzten Konzentration von 5 µg/ml nicht, die Fibrinogen- Bindung 
vollständig zu hemmen.  
Das DMSO, in dem das Parthenolid gelöst worden war, zeigte nachweislich keinen Einfluss auf 
die Thrombozytenaktivierung. In Abb.VI.2.1.1.1.1.2 ist die Aktivierung der Thrombozyten durch 
Idea- HSA unter dem Einfluss von DMSO im Vergleich mit der Nullkurve, ohne den Einfluss von 
DMSO, dargestellt. Diese beiden Kurven unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. 
Abb.VI.2.1.1.1.1.3 zeigt in charakteristischer Weise die Abnahme der Bindung des FITC- 
markierten Fibrinogens an die Thrombozyten in Abhängigkeit von der Parthenolid- 
Konzentration bei Aktivierung der Thrombozyten mit 2 µg/ml Idea- HSA. Die DMSO- Kontrolle 
verdeutlicht, dass der beobachtete Effekt eindeutig dem darin gelösten Parthenolid und nicht 








































IV.2.1.1.1.2 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma 
 
Abb.VI.2.1.1.1.2.1: 
Die durch Idea- HSA induzierte dosisabhängige 
Bindung von Fibrinogen an Thrombozyten im 
Plättchen-reichen Plasma nimmt unter dem Einfluss 
von Parthenolid dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden im Plättchen- reichen Plasma auf 25000/ µl 
eingestellt. FITC- konjugiertes Fibrinogen wurde in 
einer Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Fixation gestoppt. Die Proben 
wurden gewaschen und durchflusszytometrisch 
ausgewertet. Eingesetzte Parthenolid- 
Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,1; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten 
Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,1 µg/ml; Dreieck: 0,5 µg/ml; Kreuz: 1 µg/ml; Stern: 2 µg/ml; 
Punkt: 5 µg/ml.  




Die durch 5 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogen- 
Bindung an Citrat- 
antikoagulierte Thrombozyten 
im Plasma nimmt unter dem 
Einfluss von Parthenolid 
dosisabhängig ab.  




Konzentrationen [µg/ml]: 0; 
0,1; 0,5; 1; 2; 5. 
Lineare Darstellung der 
Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, * p<0,05 
 
Vergleichend zu der Untersuchung des Einflusses von Parthenolid auf durch Idea- HSA 
aktivierte gelfiltrierte Thrombozyten wurde die Einwirkung des Plasmas auf die durch Idea- 
HSA- induzierte Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten und die Hemmbarkeit der Fibrinogen- 



























































Es zeigte sich, dass es unter dem Einfluss von Idea- HSA zu einer dosisabhängigen Aktivierung 
der Thrombozyten kam, verdeutlicht durch die dosisabhängige Zunahme der Bindung des 
FITC- markierten Fibrinogens. Dies zeigt Abb.VI.1.1.1.2.   
Wie in Abb.VI.2.1.1.1.2.1 dargestellt, kam es unter dem Einfluss von Parthenolid zu einer 
konzentrationsabhängigen Hemmung der Fibrinogen- Bindung an die Thrombozyten. Bereits 
durch eine Parthenolid- Konzentration von 0,5 µg/ml wurde eine signifikante und vollständige 
Hemmung der Fibrinogen- Bindung an die Thrombozyten erreicht.  
Abb.VI.2.1.1.1.2.2 zeigt in charakteristischer Weise die Abnahme der durch 5 µg/ml Idea- HSA 
induzierten Bindung des FITC- markierten Fibrinogens an die Thrombozyten in Abhängigkeit 
von der Parthenolid- Konzentration. 
 
IV.2.1.1.1.3 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten in Vollblut 
 
Abb.VI.2.1.1.1.3.1: 
Die durch Idea- HSA induzierte dosisabhängige 
Bindung von Fibrinogen an Thrombozyten im 
Vollblut wird durch Parthenolid nicht beeinflusst. 
Zu Fragmin- antikoaguliertem Vollblut wurde 
FITC- konjugiertes Fibrinogen in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Fixation gestoppt und die Proben 
gewaschen. Die Proben wurden lysiert, 
gewaschen und am Durchflusszytometer 
ausgewertet. 
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 
0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der 
eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 
µg/ml; Quadrat 0,05 µg/ml; Dreieck: 0,1 µg/ml; Kreuz: 0,2 µg/ml; Stern: 0,5 µg/ml; Punkt: 1 µg/ml; Strich: 2 µg/ml, 
Balken: 5 µg/ml. 

























































Parthenolid nicht beeinflusst. 
Zur Durchführung des Versuchs siehe Abb.VI.2.1.1.1.3.1. Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,05; 
0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=4, n.s. nicht signifikant. 
 
In der Folge wurde der Einfluss des Parthenolid auf die durch Idea- HSA induzierte Fibrinogen- 
Bindung an Thrombozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut untersucht. Abb.VI.1.1.1.3 stellt 
die durch Idea- HSA induzierte, dosisabhängige Zunahme der Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten im Vollblut dar.  
Wie in Abb.VI.1.1.1.3.1 dargestellt, konnte jedoch mit den in diesem Versuch eingesetzten 
Parthenolid- Konzentrationen kein Einfluss des Parthenolids auf die Fibrinogen- Bindung an die 
Thrombozyten im Vollblut gezeigt werden.  
Abb.VI.1.1.1.3.2 stellt in charakteristischer Weise die durch 10 µg/ml Idea- HSA induzierte 
Fibrinogenbindung an Thrombozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut unter dem Einfluss 
von Parthenolid dar. Es wird deutlich, dass Parthenolid hier keinen Einfluss auf die durch Idea- 

































IV.2.1.1.2 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Präsentation von CD 62 P auf der Thrombozytenoberfläche 
 
Abb.VI.2.1.1.2.1: Die durch Idea- HSA induzierte 
dosisabhängige Präsentation von CD62P auf 
gelfiltrierten Thrombozyten nimmt unter dem 
Einfluss von Parthenolid dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl eingestellt. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Fixation gestoppt und die Proben 
gewaschen. Anschließend wurden die Proben für 
45 min. mit einem FITC- markierten Anti- CD62 P- 
AK (Klon AK-4) inkubiert. Die Proben wurden 
durchflusszytometrisch ausgewertet. 
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 
0; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2; 5; zusätzlich eine DMSO- 
Kontrollkurve.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der 
eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 
µg/ml; Quadrat 0,2 µg/ml; Dreieck: 0,5 µg/ml; Kreuz: 1 µg/ml; Stern: 1,5 µg/ml; Punkt: 2 µg/ml; Strich: 5 µg/ml, Balken: 
DMSO- Kontrollkurve.  




Idea- HSA- induziert dosisabhängig die 
Präsentation von CD62P auf gelfiltrierten 
Thrombozyten:  
Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf die 
Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur 
Nullkurve. Die hierbei eingesetzte Menge des 
DMSO entspricht der, die zur Lösung der 
höchsten eingesetzten Parthenolid- Menge [5 
µg/ml] nötig war.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.1.2.1. 
Raute= Nullkurve, Strich= DMSO- Kurve  
Logarithmische Darstellung der Bindung des 
FITC- markierten Anti- CD62P- AK (Klon AK-4), 






































































Die durch 0,5 µg/ml Idea- HSA 
induzierte CD62P- 
Präsentation auf gelfiltrierten 
Thrombozyten nimmt unter 
dem Einfluss von Parthenolid 
dosisabhängig ab.  
Eingesetzte Parthenolid- 
Konzentrationen [µg/ml]: 0; 
0,2; 0,5; 1; 1,5; 2; 5; zusätzlich 
eine DMSO- Kontrolle. Zur 
Durchführung des Versuchs 
siehe Abb.VI.2.1.1.2.1. 
Lineare Darstellung der 
Bindung des FITC- markierten 
Anti- CD62P- AK (Klon AK-4), 
n=3, * p<0,05, n .s. nicht sigifikant. 
 
Wie in Abb.VI.1.1.2 dargestellt, wurde bei der Aktivierung der gelfiltrierten Thrombozyten mit 
Idea- HSA die konzentrationsabhängige Zunahme der Degranulation der thrombozytären alpha-
Granula mit darauf folgender Präsentation von CD62 P auf der Thrombozytenoberfläche 
beobachtet. Die maximale Sekretion wurde bei einer Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml 
erreicht. Bei Zugabe höherer Konzentrationen von Idea- HSA nahm die Präsentation des CD62 
P auf der Oberfläche der Thrombozyten wieder etwas ab.  
Abb.VI.2.1.1.2.1 stellt dar, dass sich die Degranulation und folglich auch die Präsentation des 
CD62 P auf der Thrombozytenoberfläche dosisabhängig durch Parthenolid hemmen ließen. Die 
Abbildung zeigt, dass die Bindung des Anti- CD62 P- Antikörpers an die durch Idea- HSA 
aktivierten Thrombozyten in Abhängigkeit von der Parthenolid- Konzentration insgesamt 
abnimmt. Betrachtet man die durch 0,5 µg/ml und durch 1 µg/ml Idea- HSA hervorgerufene 
Thrombozytenaktivierung mit darauffolgender Präsentation von CD62 P, so kam es durch 
Parthenolid zu einer signifikanten Hemmung der CD62P- Expression. Zum anderen wurde 
jedoch auch unter dem Einfluss höherer Parthenolid- Konzentrationen (ab 2 µg/ml) das 
Maximum der insgesamt niedrigeren CD62 P- Expression auf der thrombozytären Oberfläche 
später, nämlich erst bei einer Idea- HSA- Konzentration von 1 µg/ml, erreicht.  
Durch die maximale bei diesem Versuch eingesetzte Parthenolid- Konzentration von 5 µg/ml 
konnte keine vollständige Hemmung der Bindung des Anti- CD62P- Antikörpers, hinweisend auf 
die Degranulation der alpha- Granula und die Präsentation von CD62 P auf der 
Thrombozytenoberfläche, erzielt werden. 
Abb.VI.2.1.1.2.2 zeigt eine DMSO- Kontrollkurve im Vergleich zur Nullkurve, bei der kein DMSO 
eingesetzt wurde. Die Menge des bei der DMSO- Kontrollkurve eingesetzten DMSO entsprach 
der Menge, die zur Lösung der maximalen Parthenolidmenge von 5 µg/ml nötig war. Die 



































Thrombozytenaktivität zeigte, so dass die beobachteten Effekte eindeutig auf die Wirkung des 
Parthenolid zurückzuführen sind. Der Unterschied zwischen den beiden Kurven ist nicht 
signifikant. 
Abb.VI.2.1.1.2.3 zeigt in charakteristischer Weise die Abnahme der Bindung des Anti-CD62P-
Antikörpers, der die CD62 P- Expression auf der Thrombozytenoberfläche widerspiegelt, bei 
Thrombozytenaktivierung mit 0,5 µg/ml Idea- HSA in Abhängigkeit von der Parthenolid- 
Konzentration. Die DMSO- Kontrolle verdeutlicht, dass der beobachtete Effekt nicht durch die 
Wirkung des Lösungsmittels DMSO zustande gekommen ist, sondern der Wirkung des 
Parthenolid zuzurechnen ist.  
 
IV.2.1.1.3 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Präsentation von CD 63 auf der Thrombozytenoberfläche 
 
Abb.VI.2.1.1.3.1:  
Die durch Idea- HSA induzierte dosisabhängige 
Präsentation von CD63 auf gelfiltrierten 
Thrombozyten nimmt unter dem Einfluss von 
Parthenolid dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/µl eingestellt. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde 
die Reaktion durch Fixation gestoppt und die 
Proben gewaschen. Anschließend wurden die 
Proben für 45 min. mit einem FITC- markierten 
Anti- CD63- AK (Klon H5C6) inkubiert. Die 
Proben wurden durchflusszytometrisch 
ausgewertet. Eingesetzte Parthenolid- 
Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2; 5; 
zusätzlich eine DMSO- Kontrollkurve.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,2 µg/ml; 
Dreieck: 0,5 µg/ml; Kreuz: 1 µg/ml; Stern: 1,5 µg/ml; Punkt: 2 µg/ml; Strich: 5 µg/ml, Balken: DMSO- Kontrollkurve.  















































Idea- HSA induziert dosisabhängig die Präsentation von CD63 
auf Citrat- antikoagulierten gelfiltrierten Thrombozyten: Einfluss 
des Lösungsmittels DMSO auf die Thrombozytenaktivierung im 
Vergleich zur Nullkurve.  
Die hierbei eingesetzte Menge des DMSO entspricht der, die 
zur Lösung der höchsten eingesetzten Parthenolid- Menge [5 
µg/ml] nötig war. Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.1.3.1.  
Raute= Nullkurve, Strich= DMSO- Kurve  
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- markierten 





Die durch 2 µg/ml Idea- HSA 
induzierte CD63- Präsentation auf 
Citrat- antikoagulierten 
gelfiltrierten Thrombozyten (GFP) 
nimmt unter dem Einfluss von 
Parthenolid dosisabhängig ab.   
Eingesetzte Parthenolid- 
Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,2; 
0,5; 1; 1,5; 2; 5; zusätzlich eine 
DMSO- Kontrolle.  
Zur Durchführung des Versuchs 
siehe Abb.VI.2.1.1.3.1. 
Lineare Darstellung der Bindung 
des FITC- markierten Anti- CD63- 
AK (Klon H5C6), n=3, * p<0,05,  n.s. nicht signifikant. 
 
Wie in Abb.VI.1.1.3 dargestellt, wurde bei der Aktivierung der gelfiltrierten Thrombozyten mit 
Idea- HSA eine konzentrationsabhängige Degranulation der elektronendichten Granula der 
Thrombozyten mit darauf folgender Präsentation von CD63 auf der Thrombozytenoberfläche 
beobachtet. Bei einer Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml wurde die vollständige 
Degranulation erreicht.  
Wie in Abb.VI.2.1.1.3.1 dargestellt, wurde die durch Idea- HSA induzierte dosisabhängige 
Bindung des Anti- CD63- Antikörpers (Klon H5C6) an die Thrombozyten durch Parthenolid 
ebenfalls dosisabhängig gehemmt. Es kam durch die höchste hier eingesetzte Parthenolid- 
Konzentration von 5 µg/ml zur beinahe vollständigen Hemmung der Bindung des Anti- CD63- 
Antikörpers an die Thrombozyten. Dies lässt auf eine beinahe vollständige Hemmung der 
Degranulation der elektronendichten Granula mit Präsentation von CD63 schließen.  
Abb.VI.2.1.1.3.2 stellt eine DMSO- Kontrollkurve im Vergleich zur Nullkurve, bei der kein DMSO 






























































zur Lösung der maximalen Parthenolid- Menge nötig war. Diese Abbildung verdeutlicht, dass 
das als Lösungsmittel eingesetzte DMSO ohne Einfluss auf die Thrombozytenaktivität blieb. Der 
Unterschied zwischen den beiden Kurven ist nicht signifikant. 
Abb.VI.2.1.1.3.3 zeigt in charakteristischer Weise die Abnahme der CD63- Expression auf der 
Thrombozytenoberfläche bei Thrombozytenaktivierung mit 2 µg/ml Idea- HSA in Abhängigkeit 
von der Parthenolid- Konzentration. Die durch Parthenolid hervorgerufene Hemmung der 
Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an die durch Idea- HSA aktivierten Thrombozyten war 
schon bei Einsatz einer Parthenolid- Konzentration von 1,5 µg/ml signifikant. Wenn sich auch 
durch höhere Parthenolid- Konzentrationen die Bindung des Anti- CD63- Antikörpers noch 
weiter hemmen ließ, so wurde jedoch auch durch die höchste hier eingesetzte Parthenolid- 
Konzentration keine vollständige Hemmung erreicht. Die DMSO- Kontrolle verdeutlicht, dass 
der beobachtete Effekt nicht durch die Wirkung des Lösungsmittels DMSO zustande gekommen 
ist, sondern der Wirkung des Parthenolid zuzurechnen ist.  
 
IV.2.1.1.4  Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Bildung von thrombozytären Mikropartikeln 
 
Abb.VI.2.1.1.4.1:  
Die durch Idea- HSA induzierte dosisabhängige 
Mikropartikelbildung aus gelfiltrierten Thrombozyten 
nimmt unter dem Einfluss von Parthenolid 
dosisabhängig ab.  
Die Bildung der Mikropartikel aus gelfiltrierten 
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut wurde 
durch Schütteln der Thrombozyten während der 
Aktivierungsphase von 1h unterstützt. Die Reaktion 
wurde durch Beigabe von 1000 µl H/ T- Puffer beendet, 
dann wurden die Proben sofort durchflusszytometrisch 
gemessen. Bei der Messung im Durchflusszytometer 
wurden die Mikropartikel durch Eingrenzen der intakten Thrombozyten und der entstandenen kleineren Mikropartikel 
bestimmt.  
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,2 µg/ml; 
Dreieck: 0,5 µg/ml; Kreuz: 1 µg/ml; Stern: 1,5 µg/ml; Punkt: 2 µg/ml; Strich: 5 µg/ml. 

































Die durch 1 µg/ml Idea- HSA induzierte 
Mikropartikelbildung aus Citrat- 
antikoagulierten gelfiltrierten Thrombozyten 
(GFP) nimmt unter dem Einfluss von 
Parthenolid dosisabhängig ab.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.1.4.1. 
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen 
[µg/ml]: 0; 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2; 5. 
Darstellung der Anzahl der entstandenen 




Wie in Abb.VI.1.1.4 dargestellt, kam es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA 
konzentrationsabhängig zur Bildung von Mikropartikeln.  
Wie aus Abb.VI.2.1.1.4.1 ersichtlich, ließ sich mit Parthenolid die Mikropartikelbildung 
konzentrationsabhängig und signifikant hemmen.  
Es kam jedoch mit der höchsten eingesetzten Parthenolid- Konzentration von 5 µg/ml nicht zur 
vollständigen Hemmung der Mikropartikelbildung. Zudem fallen teils erhebliche interindividuelle 
Unterschiede in der Mikropartikelbildung auf. Diese Variationen der gemessenen Anteile der 
Mikropartikel an den Thrombozyten kann jedoch auch dadurch zustande kommen, dass 
mehrere Mikropartikel sich aneinanderheften und „verklumpen“. Es kann sein, dass auf diese 
Weise entstandene Konglomerate in der durchflusszytometrischen Auswertung aufgrund ihrer 
Größe fälschlicherweise für intakte Thrombozyten gehalten werden, so dass falsch niedrige 
Werte für die Mikropartikel gemessen werden.   
Abb.VI.2.1.1.4.2 zeigt in charakteristischer Weise die signifikante Abnahme der 
Mikropartikelbildung bei Thrombozytenaktivierung mit 1 µg/ml Idea- HSA in Abhängigkeit von 




































IV.2.1.1.5  Einfluss von Parthenolid auf die Bindung von Annexin V an 
gelfiltrierte Thrombozyten 
IV.2.1.1.5.1  Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea- HSA induzierte 
Bindung von Annexin V an gelfiltrierte Thrombozyten 
 
Abb.VI.2.1.1.5.1.1:  
Die durch Idea- HSA induzierte 
dosisabhängige Bindung von 
Annexin V an gelfiltrierte 
Thrombozyten wird durch 
Parthenolid nicht beeinflusst.  
Die gelfiltrierten Thrombozyten aus 
Citrat- antikoaguliertem Blut wurden 
in H/T- Puffer mit einer CaCl2- 
Konzentration von 6 mM auf 25000 
/µl eingestellt. Die Proben wurden 
30 min. unter Schütteln aktiviert, 
dann mit 10 µg/ml FITC- 
markiertem Annexin V unter 
Schwenken für 20 min. inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch Zugabe 
von 500 µl von H/T Puffer mit einer 
CaCl2- Konzentration von 2 mM gestoppt und die Annexin V- FITC- Anbindung im Durchflusszytometer bestimmt.  
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,05 µg/ml; 
Dreieck: 0,1 µg/ml; Kreuz: 0,2 µg/ml; Stern: 0,5 µg/ml; Punkt: 1 µg/ml; Strich: 2 µg/ml, Balken: 5 µg/ml.  
Darstellung der Annexin V- FITC- positiven Thrombozyten in %, n=3 * p<0,05, ** p<0,01. 
n.s. nicht signifikant 
 
Wie in Abb.VI.1.1.5 dargestellt, führte die Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA ab einer 
eingesetzten Idea- HSA- Konzentration von 1 µg/ml zur konzentrationabhängigen Ausbildung 
einer prokoagulanten Thrombozytenoberfläche, die durch die Anbindung von FITC- markiertem 














































Die durch 1 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Annexin V- Bindung 
an Citrat- antikoagulierte 
gelfiltrierte Thrombozyten wird 
durch Parthenolid nicht 
beeinflusst.  




[µg/ml]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 
2; 5.  
Darstellung der Annexin V- 
FITC- positiven Thrombozyten 




Abb.VI.2.1.1.5.1.1 zeigt, dass sich die Anbindung von Annexin V- FITC, hinweisend auf die 
Umwandlung der Thrombozytenmembran in eine prokoagulante Oberfläche, dosisabhängig und 
signifkant durch Parthenolid hemmen ließ. Die durch Idea- HSA induzierte Annexin V- Bindung 
konnte nicht vollständig gehemmt werden. 
Abb.VI.2.1.1.5.1.2 zeigt in charakteristischer Weise die dosisabhängige und signifikante 
Abnahme der Annexin V- Bindung bei Thrombozytenaktivierung mit 1 µg/ml Idea- HSA in 
Abhängigkeit von der Parthenolid- Konzentration.  
 
IV.2.1.1.5.2 Einfluss von Parthenolid auf die Bindung von Annexin V an 
Thrombozyten bei Aktivierung mit Thrombin und Kollagen  
Zur näheren Untersuchung der Fähigkeit des Parthenolid, die Ausbildung einer prokoagulanten 
Thrombozytenoberfläche zu hemmen, wurde die Hemmbarkeit der Annexin V- Bindung an 
Thrombozyten durch Parthenolid bei Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin untersucht.  
Wie aus Abb.VI.1.1.5.2.1 ersichtlich, führt die Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin zur 
Umwandlung der Thrombozytenmembran in eine prokoagulante Oberfläche, erkennbar durch 













































Die durch Thrombin induzierte 
dosisabhängige Bindung von Annexin V 
an gelfiltrierte Thrombozyten nimmt unter 
dem  
Einfluss von Parthenolid dosisabhängig 
ab.  
Die gelfiltrierten Thrombozyten aus Citrat- 
antikoaguliertem Blut wurden in H/T- 
Puffer mit einer CaCl2- Konzentration von 
6 mM auf 25000 /µl eingestellt. Die 
Proben wurden 10 min. unter Schütteln 
aktiviert, dann mit 10 µg/ml FITC- 
markiertem Annexin V unter Schwenken 
für 20 min. inkubiert. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von 500 µl von H/T Puffer 
mit einer CaCl2- Konzentration von 2 mM 
gestoppt und die Annexin V- FITC- 
Anbindung im Durchflusszytometer bestimmt.  
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,05 µg/ml; 
Dreieck: 0,1 µg/ml; Kreuz: 0,2 µg/ml; Stern: 0,5 µg/ml; Punkt: 1 µg/ml; Strich: 2 µg/ml, Balken: 5µg/ml. 




Die durch 1 U/ml Thrombin 
induzierte Annexin V- Bindung an 
Citrat- antikoagulierte gelfiltrierte 
Thrombozyten (GFP) nimmt unter 
dem Einfluss von Parthenolid 
dosisabhängig ab. Zur 
Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.1.5.2.1. Eingesetzte 
Parthenolid- Konzentrationen 
[µg/ml]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5. 
Darstellung der Annexin V- FITC- 
positiven Thrombozyten in %, n=3, * 

























































































Die durch Thrombin plus 2 µg/ml Kollagen 
induzierte dosisabhängige Bindung von Annexin V 
an gelfiltrierte Thrombozyten nimmt unter dem 
Einfluss von Parthenolid dosisabhängig ab.  
Die gelfiltrierten Thrombozyten aus Citrat- 
antikoaguliertem Blut wurden in H/T- Puffer mit 
einer CaCl2- Konzentration von 6 mM auf 25000 /µl 
eingestellt. Die Proben wurden 10 min. unter 
Schütteln aktiviert, dann mit 10 µg/ml FITC- 
markiertem AnnexinV unter Schwenken für 20 min. 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
500 µl von H/T Puffer mit einer CaCl2- 
Konzentration von 2mM gestoppt und die 
AnnexinV- FITC- Anbindung im 
Durchflusszytometer bestimmt.  
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,2; 1; 2.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Kreuz 0,2 µg/ml; 
Punkt: 1 µg/ml; Balken: 2 µg/ml. Darstellung der Annexin V- FITC- positiven Thrombozyten in %, n=3, * p<0,05, n.s. 
nicht signifikant. 
 
   
Abb.VI.2.1.1.5.2.4:  
Die durch 1 U/ml Thrombin plus 2 µg/ml 
Kollagen induzierte Annexin V- Bindung an 
Citrat- antikoagulierte gelfiltrierte 
Thrombozyten (GFP) nimmt unter dem 
Einfluss von Parthenolid dosisabhängig ab.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.1.5.2.3.  
Eingesetzte Parthenolid-  Konzentrationen 
[µg/ml]: 0; 0,2; 1; 2. 
Darstellung der Annexin V- FITC- positiven 





Abb.VI.2.1.1.5.2.1 zeigt, dass sich die Umwandlung der Thrombozytenmembran in eine 
prokoagulante Oberfläche durch Parthenolid signifikant und dosisabhängig hemmen ließ.  
Abb.VI.2.1.1.5.2.2 zeigt in charakteristischer Weise die signifikante und  
konzentrationsabhängige Abnahme der Annexin V- Bindung unter dem Einfluss des Parthenolid 
bei Thrombozytenaktivierung mit 1 U/µl Thrombin.  
Nur durch die Thrombozytenaktivierung mit der Kombination aus Thrombin und Kollagen ließ 
sich die vollständige Aktivierung der Thrombozyten mit Ausbildung der prokoagulanten 
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ließ sich auch hierbei die Bindung von Annexin V, die auf die Umwandlung der 
Thrombozytenmembran in eine prokoagulante Oberfläche hinweist, durch Parthenolid 
signifikant und dosisabhängig hemmen. Abb.VI.2.1.1.5.2.4 zeigt in charakteristischer Weise die 
signifikante und konzentrationsabhängige Abnahme der Annexin V- Bindung unter dem Einfluss 
des Parthenolid bei Thrombozytenaktivierung mit 1 U/µl Thrombin plus 2 µg/ml Kollagen.  
IV.2.1.1.5.3 Einfluss von Parthenolid auf die Bindung von Annexin V an 
Thrombozyten bei Aktivierung mit RFYVVMWK  
Zudem wurde der Einfluss von Parthenolid auf die durch RFYVVMWK induzierte 
Thrombozytenaktivierung mit Ausbildung einer prokoagulanten Thrombozytenoberfläche 
untersucht.  
Wie aus Abb.VI.1.1.5.3 ersichtlich, nimmt unter dem Einfluss von RFYVVMWK die Bindung von 
Annexin V an die Thrombozyten konzentrationsabhängig zu. Abb.VI.2.1.1.5.3.1 zeigt jedoch, 
dass Parthenolid in den hier eingesetzten Konzentrationen keine signifikante Wirkung auf die 
durch RFYVVMWK induzierte Annexin V- Bindung an die Thrombozyten hatte. 
Abb.VI.2.1.1.5.3.2 zeigt dies in charakteristischer Weise am Beispiel der 
Thrombozytenaktivierung mit 100 µmol/l RFYVVMWK. Die Unterschiede der Annexin V- 
Bindung sind nicht signifikant. 
 
Abb.VI.2.1.1.5.3.1: 
Die durch RFYVVMWK 
induzierte dosisabhängige 
Bindung von Annexin V an 
gelfiltrierte Thrombozyten nimmt 
unter dem Einfluss von 
Parthenolid dosisabhängig ab.  
Eingesetzte Parthenolid- 
Konzentrationen [µg/ml]:  
0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven 
gemäß der eingesetzten 
Parthenolid- Konzentration: 
Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,05 
µg/ml; Dreieck: 0,1 µg/ml; 
Kreuz: 0,2 µg/ml; Stern: 0,5 
µg/ml; Punkt: 1 µg/ml; Strich: 2 
µg/ml, Balken: 5 µg/ml. 








































Die durch 100 µmol/l RFYVVMWK 
induzierte Annexin V- Bindung an Citrat- 
antikoagulierte gelfiltrierte 
Thrombozyten nimmt unter dem 
Einfluss von Parthenolid nicht ab.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.1.3.1. Eingesetzte 
Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 
0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5. 
Darstellung der Annexin V- FITC- 






IV.2.1.1.6  Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Bindung von endogenem Thrombospondin-1 an Thrombozyten 
IV.2.1.1.6.1  Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Bindung von endogenem Thrombospondin-1 an gelfiltrierte 
Thrombozyten 
Die Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA führte zur konzentrationabhängigen 
Freisetzung von Thrombospondin-1 aus den alpha- Granula, das an spezifische Rezeptoren der 
Thrombozyten zurückbindet. Wie in Abb.VI.1.1.6 dargestellt, konnte dieses rückgebundene 
Thrombospondin- 1 mit Hilfe eines Antikörpers gegen Thrombospondin-1 (Klon P10) 
nachgewiesen werden. Abb.VI.2.1.1.6.1.1 zeigt, dass es bereits unter dem Einfluss von 0,5 
µg/ml Parthenolid zu einer signifikanten und dosisabhängigen Hemmung der Bindung des Anti- 
TSP- 1- Antikörpers kam.  
Abb.VI.2.1.1.6.1.2 zeigt die durch 2 µg/ml Idea- HSA induzierte Bindung des Anti- TSP-1- 
Antikörpers an die gelfiltrierten Thrombozyten unter dem Einfluss von Parthenolid. Dabei zeigt 








































Die durch Idea- HSA induzierte 
dosisabhängige Bindung von endogenem 
Thrombospondin-1 auf der 
Thrombozytenoberfläche von gelfiltrierten 
Thrombozyten nimmt unter dem Einfluss von 
Parthenolid dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem 
Blut wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl 
eingestellt. Nach einer Aktivierungszeit von 
30 min. wurde die Reaktion durch Fixation 
gestoppt und die Proben gewaschen. Dann 
wurden die Proben mit einem PE- markierten 
Anti- TSP-1- AK (Klon P 10) in einer 
Endkonzentration von 5 µg/ml unter leichtem 
Schwenken für 1h inkubiert. Die Proben 
wurden gewaschen und durchflusszytometrisch ausgewertet.  
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,2 µg/ml; 
Dreieck: 0,5 µg/ml; Kreuz: 1 µg/ml; Stern: 2 µg/ml; Punkt: 5 µg/ml. 




Abb.VI.2.1.1.6.1.2: Die durch 2 µg/ml Idea- 
HSA induzierte Bindung von endogenem 
Thrombospondin-1 an Citrat- antikoagulierte 
gelfiltrierte Thrombozyten (GFP) nimmt unter 
dem Einfluss von Parthenolid dosisabhängig 
ab. 
Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.1.6.3. 
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen 
[µg/ml]: 0; 0,2; 0,5; 1; 2; 5. 
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- 
markierten Anti- TSP1- AK (Klon P10), n=3, * 










































































IV.2.1.1.6.2  Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Bindung von endogenem Thrombospondin-1 an Thrombozyten im 
Plättchen- reichen Plasma 
Wie aus Abb.VI.1.1.6.2 ersichtlich, induziert Idea- HSA die dosisabhängige Zunahme des Anti- 
TSP- 1- Antikörpers an Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma, die auf eine Zunahme der 
Rückbindung des endogenen Thrombospondin-1 schließen lässt. Abb.VI.2.1.1.6.2.1 zeigt, dass 
die Bindung des Anti- TSP-1- Antikörpers an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma 
durch das Parthenolid dosisabhängig und signifikant gehemmt wurde.  
Abb.VI.2.1.1.6.2.2 zeigt in charakteristischer Weise die konzentrationsabhängige und 
signifikante Abnahme der Bindung des Anti- TSP-1- Antikörpers, hinweisend auf die Abnahme 
der Bindung des endogenen Thrombospondin1 an die Thrombozyten im PRP unter dem 
Einfluss des Parthenolid bei Thrombozytenaktivierung mit 10 µg/ml Idea- HSA.  
 
Abb.VI.2.1.1.6.2.1:  
Die durch Idea- HSA induzierte dosisabhängige 
Bindung von endogenem Thrombospondin-1 auf 
der Thrombozytenoberfläche von Thrombozyten 
im Plasma nimmt unter dem Einfluss von 
Parthenolid dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden im Plasma (PRP) auf 25000/ µl eingestellt. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Fixation gestoppt und die Proben 
gewaschen. Dann wurden die Proben mit einem 
PE- markierten Anti- TSP-1- AK (Klon P 10) in 
einer Endkonzentration von 5 µg/ml unter leichtem 
Schwenken für 1h inkubiert. Die Proben wurden 
gewaschen und durchflusszytometrisch 
ausgewertet. 
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 
0; 0,05; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,05 µg/ml; 
Kreuz: 0,2 µg/ml; Stern: 0,5 µg/ml; Punkt: 1 µg/ml; Strich: 2 µg/ml, Balken: 5 µg/ml. Logarithmische Darstellung der 













































                    
Abb.VI.2.1.1.6.2.2: 
Die durch 10 µg/ml Idea- 
HSA induzierte Bindung von 
endogenem 
Thrombospondin-1 an 
Thrombozyten im Citrat- 
antikoagulierten  PRP 
nimmt unter dem Einfluss 
von Parthenolid 
dosisabhängig ab.  




Konzentrationen [µg/ml]: 0; 
0,05; 0,2; 0,5; 1; 2; 5. 
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- markierten Anti- TSP1- AK (Klon P10), n=3, n.s. nicht sigifikant. 
 
IV.2.1.2 Einfluss von Parthenolid auf die Monozytenaktivierung mit 
Idea- HSA 
Aufgrund der zahlreichen Interaktionen zwischen Thrombozyten und Monozyten im Rahmen 
von Entzündungsreaktionen wurde die Wirkung des Idea- HSA auf Monozyten untersucht. 































IV.2.1.2.1 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Mac-1- Expression auf Monozyten 
Abb.VI.1.2.1 zeigt, dass das Idea- HSA in den eingesetzten Konzentrationen keine Zunahme 
der Mac- 1- Expression auf den Monozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut bewirkt hat.  
 
Abb.VI.2.1.2.1.1: 
Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpers an 
Monozyten im Vollblut unter dem Einfluss von 
Idea- HSA und Parthenolid. 
Durch Idea-HSA konnte keine Zunahme der 
Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpersund damit 
der MAC-1- Expression auf den Monozyten im 
Fragmin- antikoagulierten Vollblut erreicht 
werden; ebenso zeigte sich kein Einfluss des 
Parthenolid auf die Mac-1- Expression. 
Zum Nachweis der Mac-1 Expression auf den 
Monozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut 
wurden die Proben für 30 min. aktiviert. Die 
Reaktion wurde durch Fixation beendet und die 
Proben gewaschen. Dann wurden die Proben 
für 1h mit einem FITC- markierten Anti-CD14 
AK und einem PE- markierten Anti- CD11b AK in einer Endkonzentration von je 5 µg/ml unter Schwenken für 1h 
inkubiert. Anschließend wurden die Proben gewaschen und die Erythrozyten lysiert Die Bindung der Antikörper wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt.   
Eingesetzte Parthenolid- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,05 µg/ml; 
Dreieck: 0,1 µg/ml; Kreuz: 0,2 µg/ml; Stern: 0,5 µg/ml; Punkt: 1 µg/ml; Strich: 2 µg/ml, Balken: 5 µg/ml. 




Durch 2 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Bindung des Anti- 
Mac-1- Antikörpers auf 
Monozyten im Fragmin- 
antikoagulierten Vollblut unter 
dem Einfluss von Parthenolid. 
Es konnte kein Einfluss des 
Parthenolid auf die Mac-1- 
Expression nachgewiesen 
werden. 
Zur Durchführung des 
Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.2.1.1. 

























































Abb.VI.2.1.2.1.1 stellt die durch Idea- HSA induzierte Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpers, 
hinweisend auf die Mac-1- Expression, unter dem Einfluss von Parthenolid dar. Die 
verwendeten Parthenolid- Konzentrationen zeigten keinen Einfluss auf die Bindung des Anti- 
Mac-1- Antikörpers. Die Unterschiede der Kurven sind nicht signifikant.  
Dies verdeutlicht in charakteristischer Weise Abb.VI.2.1.2.1.2: sie zeigt die Bindung des Anti- 
Mac-1- Antikörpers, die durch 2 µg/ml Idea- HSA induziert wurde. Es ließ sich kein 
dosisabhängiger Effekt von Parthenolid auf die Mac-1- Expression feststellen.  
 
IV.2.1.2.2 Einfluss des Parthenolid auf die Fibrinogen- Bindung auf 
Monozyten 
Anschließend wurde die Fibrinogen- Bindung an Monozyten untersucht. Das Fibrinogen bindet 
an den Mac-1- Rezeptor der Monozyten.  
Abb.VI.1.2.2.1 zeigt, dass die Aktivierung der Monozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut 
mit Idea- HSA konzentrationsabhängig zu einer signifikanten Zunahme der Bindung von 
Fibrinogen an Monozyten führt.  
Allerdings bewirkte Parthenolid in den eingesetzten Konzentrationen, wie aus Abb.VI.2.1.2.2.1 
ersichtlich, keine signifikante Inhibition der Fibrinogen- Bindung an Monozyten. In 
Abb.VI.2.1.2.2.2 ist die durch 10 µg/ml Idea- HSA induzierte Fibrinogenbindung an Monozyten 
unter dem Einfluss von Parthenolid dargestellt. Es zeigt sich wiederum, dass das Parthenolid in 
den hier eingesetzten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Fibrinogenbindung an 
Monozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut hat. 
 
Abb.VI.2.1.2.2.1:  
Idea-HSA induziert unter dem Einfluss von 
Parthenolid dosisabhängig die Bindung von 
Fibrinogen an Monozyten im Vollblut.  
Es konnte kein Einfluss des Parthenolid auf 
die Fibrinogenbindung an die Monozyten im 
Vollblut nachgewiesen werden. 
Zu Fragmin- antikoaguliertem Vollblut wurde 
FITC- konjugiertes Fibrinogen in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. 
wurde die Reaktion durch Fixation gestoppt 
und die Proben gewaschen. Zur eindeutigen 
Identifikation der Monozyten wurden die 
Proben für 1h mit einem PE- markierten Anti- 
CD14AK (Klon MΩ P9) unter Schwenken 
inkubiert, dann gewaschen. Die Proben wurden lysiert, gewaschen und am Durchflusszytometer ausgewertet.  
































Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Parthenolid- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 0,05 µg/ml; 
Dreieck: 0,1 µg/ml; Kreuz: 0,2 µg/ml; Stern: 0,5 µg/ml; Punkt: 1 µg/ml; Strich: 2 µg/ml, Balken: 5 µg/ml. 





Durch 10 µg/ml Idea- 
HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an 
Monozyten im Fragmin- 
antikoagulierten Vollblut 
unter dem Einfluss von 
Parthenolid.  
Es konnte kein Einfluss 
des Parthenolid auf die 
Fibrinogenbindung an die 
Monozyten im Vollblut 
nachgewiesen werden. 
Zur Durchführung des 
Versuchs siehe 
Abb.VI.2.1.2.2.1. Lineare 
Darstellung der Bindung 
des FITC- markierten Fibrinogens , n=3, n.s. nicht signifikant. 
 
Es wurde außer dem Einfluss von Parthenolid auf die Thrombozytenaktivierung der Einfluss 
weiterer, strukturell sehr unterschiedlicher Substanzen auf die durch Idea- HSA aktivierten 
Thrombozyten untersucht. 
Zunächst wird auf die Substanzen aus der Gruppe der Flavonoide eingegangen.   
 
IV.2.2  Quercetin 
Die erste untersuchte Substanz aus der Gruppe der Flavonoide ist das Quercetin. Es wurde der 
Einfluss von Quercetin auf die Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte 
Thrombozyten betrachtet. Abb.VI.2.2 zeigt die Strukturformel des Quercetin. 
 


















































IV.2.2.1 Einfluss von Quercetin auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
Wie in Abb.VI.1.1.1.1 dargestellt, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA 
zur konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten. 
Es sollte nun untersucht werden, ob sich die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten durch Quercetin dosisabhängig hemmen lässt.  
 
Abb.VI.2.2.1:  
Die durch Idea- HSA induzierte dosisabhängige 
Bindung von Fibrinogen an gelfiltrierte 
Thrombozyten nimmt unter dem Einfluss von 
Quercetin dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl eingestellt. 
FITC- konjugiertes Fibrinogen wurde in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 1000 µl Puffer 
gestoppt und die Proben unmittelbar 
durchflusszytometrisch ausgewertet. Eingesetzte 
Quercetin- Konzentrationen [mM]: 0; 5; 10; 15; 
25; 50; 75; 100; zusätzlich eine DMSO- 
Kontrollkurve.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Quercetin- Konzentration: Raute: 0 mM; Quadrat 5 mM; Dreieck: 
10 mM; Kreuz: 15 mM; Stern: 25 mM; Punkt: 50 mM; Strich: 75 mM, kurzer Balken: 100 mM; langer Balken: DMSO- 
Kontrollkurve.  
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, * p<0,05, ** p<0,01. 
 
 
Abb.VI.2.2.2: Idea- HSA induziert 
dosisabhängig die Bindung von 
Fibrinogen an Citrat- antikoagulierte 
gelfiltrierte Thrombozyten:  
Darstellung des Einfluss des 
Lösungsmittels DMSO auf die 
Thrombozytenaktivierung im Vergleich 
zur Nullkurve.  
Die hierbei eingesetzte Menge des 
DMSO entspricht der, die zur Lösung der 
höchsten eingesetzten Quercetin- Menge 
[100mM] nötig war. Zur Durchführung des 
Versuchs siehe Abb.VI.2.2.1. 
Raute= Nullkurve, Balken= DMSO- Kurve 
Logarithmische Darstellung der Bindung 

































Abb.VI.2.2.3: Die durch 1 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogen- Bindung an Citrat- 
antikoagulierte gelfiltrierte Thrombozyten 
nimmt unter dem Einfluss von Quercetin 
dosisabhängig ab, zusätzlich eine DMSO- 
Kontrolle.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.2.1. Eingesetzte Quercetin- 
Konzentrationen [mM]: 0; 5; 10; 15; 25; 50; 
75; 100; zusätzlich eine DMSO- 
Kontrollkurve.  
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- 
markierten Fibrinogens, n=3, n.s. nicht 
signifikant, * p<0,05, ** p<0,01. 




Wie Abb.VI.2.2.1 zeigt, wurde die Fibrinogen- Bindung an die gelfiltrierten Thrombozyten durch 
das Quercetin dosisabhängig gehemmt. Die durch 10 mM Quercetin erzielte Hemmung war 
hochsignifkant.  
Zur Lösung des Quercetin wurde wiederum DMSO genutzt. Abb.VI.2.2.2 zeigt eine DMSO- 
Kontrollkurve im Vergleich zur Nullkurve. Die Menge des DMSO entsprach dabei der Menge, 
die zur Lösung der maximalen Quercetinmenge nötig war. Wie in der Abbildung dargestellt, 
konnte auch bei diesem Versuch kein Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf die 
Thrombozytenaktivität nachgewiesen werden. Abb.VI.2.2.3 zeigt die durch 1 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogenbindung an die gelfiltrierten Thrombozyten unter dem Einfluss von 
Quercetin. Es zeigt sich deutlich die signifikante Hemmung der Fibrinogenbindung in 
Abhängigkeit von der Quercetinkonzentration. Ebenso wird deutlich, dass DMSO keinen Effekt 
auf die Thrombozytenaktivität hatte, so dass die beobachtete Wirkung alleine auf das Quercetin 



































IV.2.3  Kämpferol  
Die zweite untersuchte Substanz aus der Gruppe der Flavonoide, die sich strukturell vom 
Quercetin nur dadurch unterscheidet, dass sie im B- Ring eine Hydroxylgruppe weniger trägt, ist 
das Kämpferol. Es wurde der Einfluss des Kämpferol auf die Fibrinogen- Bindung an durch 










IV.2.3.1 Einfluss von Kämpferol auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
 
Abb.VI.2.3.1: Die durch Idea- HSA unter dem 
Einfluss von Kämpferol induzierte dosisabhängige 
Bindung von Fibrinogen an gelfiltrierte 
Thrombozyten.  
Es konnte kein Einfluss des Kämpferol auf die 
Fibrinogenbindung an gelfiltrierte Thrombozyten 
nachgewiesen werden. 
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl eingestellt. 
FITC- konjugiertes Fibrinogen wurde in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 1000 µl Puffer 
gestoppt und die Proben unmittelbar 
durchflusszytometrisch ausgewertet. Eingesetzte 
Kämpferol- Konzentrationen [µM]: 0; 1; 2,5; 5; 7,5; 
10; 12,5; 15; zusätzlich eine DMSO- Kontrollkurve.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Kämpferol- Konzentration: Raute: 0 µM; Quadrat 1 µM; Dreieck: 
2,5 µM; Kreuz: 5 µM; Stern: 7,5 µM; Punkt: 10 µM; Strich: 12,5 µM; kurzer Balken: 15µM; langer Balken: DMSO- 
Kontrollkurve.  

































Abb.VI.2.2.2: Idea- HSA induziert dosisabhängig die 
Bindung von Fibrinogen an Citrat- antikoagulierte 
gelfiltrierte Thrombozyten:  
Darstellung des Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf 
die Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur 
Nullkurve.  
Die hierbei eingesetzte Menge des DMSO entspricht 
der, die zur Lösung der höchsten eingesetzten 
Kämpferol- Menge [15µM] nötig war. Zur Durchführung 
des Versuchs siehe Abb.VI.2.2.1. 
Raute= Nullkurve, Balken= DMSO- Kurve 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- 




Abb.VI.2.2.3: Durch 1 
µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogen- 
Bindung an Citrat- 
antikoagulierte gelfiltrierte 
Thrombozyten (GFP) 
unter dem Einfluss von 
Kämpferol.  
Es konnte kein Einfluss 




Zusätzlich eine DMSO- 
Kontrolle.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe Abb.VI.2.2.1. Eingesetzte Kämpferol- Konzentrationen [µM]: 0; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 
12,5; 15; zusätzlich eine DMSO- Kontrollkurve.  
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, n.s. nicht signfikant. 
 
Wie in Abb.VI.1.1.1.1 dargestellt, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA 
zur konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Es sollte 
nun untersucht werden, ob sich die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten durch Kämpferol konzentrationsabhängig hemmen lässt.  
Wie Abb.VI.2.3.1 verdeutlicht, wirkte das Kämpferol in den eingesetzten Konzentrationen nicht 
inhibierend auf die durch Idea- HSA induzierte Fibrinogen- Bindung. Die Unterschiede zwischen 
den Kurven sind nicht signifikant. 
Zur Lösung des Kämpferol wurde wiederum DMSO genutzt. Abb.VI.2.3.2 zeigt eine DMSO- 
Kontrollkurve im Vergleich zur Nullkurve. Die Menge des DMSO entsprach dabei der Menge, 





























































konnte auch bei diesem Versuch kein Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf die 
Thrombozytenaktivität nachgewiesen werden. In Abb.VI.2.2.3 ist die durch 1 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogenbindung an gelfiltrierte Thrombozyten unter dem Einfluss von Kämpferol 
dargestellt. Es zeigt sich, dass das Kämferol in den hier eingesetzten Konzentrationen keinen 
Einfluss auf die Fibrinogenbindung an die Thrombozyten hatte. 
IV.2.4  Resveratrol 
Eine dritte Substanz, die vorgestellt wird, ist das Trihydroxy- Stilben Resveratrol. Es wurde der 
Einfluss des Resveratrol auf die Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte 
Thrombozyten betrachtet. Abb.VI.2.4 zeigt die Strukturformel von Resveratrol. 
 







IV.2.4.1 Einfluss von Resveratrol auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
Wie in Abb.VI.1.1.1.1 gezeigt, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA zur 
konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Es sollte nun 
untersucht werden, ob sich die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
durch Resveratrol hemmen lässt.  
Abb.VI.2.4.1 zeigt, dass die Inhibition der Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte 
gelfiltrierte Thrombozyten mit Hilfe von Resveratrol dosisabhängig gelang. Mit einer 
Resveratrol- Konzentration von 50 µg/ml wurde die Fibrinogen- Bindung signifikant und fast 
vollständig gehemmt.  
Zur Lösung des Resveratrol wurde wiederum DMSO genutzt. Abb.VI.2.4.2 zeigt eine DMSO- 
Kontrollkurve im Vergleich zur Nullkurve. Die Menge des DMSO entsprach dabei der Menge, 
die zur Lösung der maximalen Resveratrolmenge nötig war. Auch bei diesem Versuch konnte 
kein Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf die Thrombozytenaktivität nachgewiesen werden, 




Abb.VI.2.4.1: Die durch Idea- HSA induzierte 
dosisabhängige Bindung von Fibrinogen an 
gelfiltrierte Thrombozyten nimmt unter dem 
Einfluss von Resveratrol dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem Blut 
wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl eingestellt. 
FITC- konjugiertes Fibrinogen wurde in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. Nach 
einer Aktivierungszeit von 30 min. wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 1000 µl Puffer 
gestoppt und die Proben unmittelbar 
durchflusszytometrisch ausgewertet.  
Eingesetzte Resveratrol- Konzentrationen [mM]: 
0; 5; 10; 20; 50; zusätzlich eine DMSO- 
Kontrollkurve.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der 
eingesetzten Resveratrol- Konzentration: Raute: 
0 mM; Quadrat 5 mM; Dreieck: 10mM; Kreuz: 20 mM; Stern: 50 mM; Punkt: DMSO- Kontrollkurve.  




 Abb.VI.2.4.2: Idea- HSA induziert dosisabhängig die 
Bindung von Fibrinogen an Citrat- antikoagulierte 
gelfiltrierte Thrombozyten:  
Darstellung des Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf 
die Thrombozytenaktivierung im Vergleich zur 
Nullkurve.  
Die hierbei eingesetzte Menge des DMSO entspricht 
der, die zur Lösung der höchsten eingesetzten 
Resveratrol- Menge [50 mM] nötig war. Zur 
Durchführung des Versuchs siehe Abb.VI.2.4.1. 
Raute: Nullkurve, Punkt: DMSO- Kurve 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- 











































































Abb.VI.2.4.3: Die durch 
1 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogen- 




nimmt unter dem 
Einfluss von Resveratrol 
dosisabhängig ab, 
zusätzlich eine DMSO- 
Kontrolle.  
Zur Durchführung des 
Versuchs siehe 
Abb.VI.2.4.1. 
Eingesetzte Resveratrol- Konzentrationen [mM]: 0; 5; 10; 20; 50; zusätzlich eine DMSO- Kontrollkurve.  
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, * p<0,05, ** p<0,01. 
n .s. nicht signifikant. 
 
Abb.VI.2.4.3 zeigt die durch 1 µg/ml Idea- HSA induzierte Fibrinogenbindung an gelfiltrierte 
Thrombozyten unter dem Einfluss von Resveratrol. Die DMSO- Kontrolle verdeutlicht auch hier, 
dass der beobachtete Effekt auf die Thrombozytenaktivität alleine dem Resveratrol 
zuzuschreiben ist. Zudem wird auch hier deutlich, dass das Resveratrol in einer Konzentration 
von 50 mM die durch Idea- HSA induzierte Fibrinogenbindung an gelfiltrierte Thrombozyten 
signifikant und nahezu vollständig zu hemmen vermag. 
 
IV.2.5  Carnosin 
Bei dem Carnosin handelt es sich um Dipeptid, das im Muskelgewebe vorkommt. Es wurde der 
Einfluss des Carnosin auf die Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte Thrombozyten 
betrachtet. Abb.VI.2.5 zeigt die Strukturformel von Carnosin. 
 







































IV.2.5.1 Einfluss von Carnosin auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
Wie in Abb.VI.1.1.1.1 dargestellt, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA 
zur konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Es sollte 
nun untersucht werden, ob sich die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten durch Carnosin hemmen lässt. 
 
Abb.VI.2.5.1.1: Die durch  Idea- HSA 
induzierte dosisabhängige Bindung von 
Fibrinogen an gelfiltrierte Thrombozyten 
nimmt unter dem Einfluss von Carnosin 
dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem 
Blut wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl 
eingestellt. FITC- konjugiertes Fibrinogen 
wurde in einer Konzentration von 150 µg/ml 
zugegeben. Nach einer Aktivierungszeit 
von 30 min. wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 1000 µl Puffer gestoppt und 
die Proben unmittelbar 
durchflusszytometrisch ausgewertet. 
Eingesetzte Carnosin- Konzentrationen 
[µg/ml]: 0; 1; 5; 10; 25; 50.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der 
eingesetzten Carnosin- Konzentration: Raute: 0 µg/ml; Quadrat 1 µg/ml; Dreieck: 5 µg/ml; Kreuz: 10 µg/ml; Stern: 25 
µg/ml; Punkt: 50 µg/ml. 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, n.s. nicht signifikant, * p<0,05. 
 
Abb.VI.2.5.1.2: Die durch 1 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogen- Bindung an Citrat- 
antikoagulierte gelfiltrierte Thrombozyten 
(GFP) nimmt unter dem Einfluss von 
Carnosin dosisabhängig ab.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.5.1.  
Eingesetzte Carnosin- Konzentrationen 
[µg/ml]: 0; 1; 5; 10; 25; 50.  
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- 
markierten Fibrinogens, n=3, n.s. nicht 




Abb.VI.2.5.1.1 veranschaulicht die dosisabhängige und signifikante Inhibition der Fibrinogen- 































































50 µg/ml wurde die durch Idea- HSA induzierte Fibrinogen- Bindung nahezu vollständig 
gehemmt.  
Dieser Sachverhalt wird in Abb.VI.2.5.1.2 deutlich: es ist hier die durch 1 µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogenbindung an gelfiltrierte Thrombozyten unter dem Einfluss von Carnosin 
dargestellt.  
 
IV.2.6  Taurin 
Die Aminosäure Taurin ist die am häufigsten im Körper vorkommende Aminosäure, die nicht in 
Proteine eingebaut wird. Es wurde der Einfluss des Taurin auf die Fibrinogen- Bindung an durch 
Idea- HSA aktivierte Thrombozyten betrachtet. Abb.VI.2.6 zeigt die Strukurformel von Taurin. 
 






IV.2.6.1 Einfluss von Taurin auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
Wie in Abb.VI.1.1.1.1 dargestellt, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA 
zur konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Es sollte 
nun untersucht werden, ob sich die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten durch Taurin hemmen lässt. 
Abb.VI.2.6.1 zeigt, dass die Inhibition der durch Idea- HSA induzierten Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten mit den eingesetzten Taurin- Konzentrationen nicht gelang. Die Kurven 
unterscheiden sich nicht signifikant.  
Abb.VI.2.6.2 zeigt in charakteristischer Weise die durch 2 µg/ml Idea- HSA induzierte 
Fibrinogenbindung an gelfiltrierte Thrombozyten unter dem Einfluss von Taurin. Es wird 
deutlich, dass das Taurin in den hier eingesetzten Konzentrationen keinen Einfluss auf die 
durch Idea- HSA induzierte Fibrinogenbindung an die gelfiltrierten Thrombozyten hatte. 
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Abb.VI.2.6.1: Idea- HSA induziert unter dem Einfluss von Taurin dosisabhängig die Bindung von Fibrinogen an 
gelfiltrierte Thrombozyten.  
Es konnte kein Einfluss des Taurin auf die 
Fibrinogenbindung an gelfiltrierte 
Thrombozyten nachgewiesen werden.  
Thrombozyten aus Citrat- 
antikoaguliertem Blut wurden gelfiltriert 
und auf 25000/ µl eingestellt. FITC- 
konjugiertes Fibrinogen wurde in einer 
Konzentration von 150 µg/ml zugegeben. 
Nach einer Aktivierungszeit von 30 min. 
wurde die Reaktion durch Zugabe von 
1000 µl Puffer gestoppt und die Proben 
unmittelbar durchflusszytometrisch 
ausgewertet. Eingesetzte Taurin- 
Konzentrationen [mM]: 0; 1; 5; 7,5; 10; 15; 
20; 50.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Taurin- Konzentration: Raute: 0 mM; Quadrat 1 mM; Dreieck: 
5mM; Kreuz: 7,5 mM; Stern: 10 mM; Punkt: 15mM; Strich: 20 mM; Balken: 50 mM.  
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, n.s. nicht signifikant. 
 
 
Abb.VI.2.6.2: Durch 2 
µg/ml Idea- HSA 
induzierte Fibrinogen- 




Es konnte kein Einfluss 





Zur Durchführung des 
Versuchs siehe 
Abb.VI.2.6.1. Eingesetzte Taurin- Konzentrationen [µM]: 0; 1; 5; 7,5; 10; 15; 20; 50.  
































































Das Lipoamid ist das Amid der alpha- Liponsäure. Es wurde der Einfluss des Lipoamid auf die 
Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte, gelfiltrierte Thrombozyten betrachtet. 
Abb.VI.2.7 zeigt die Strukturformel von Lipoamid. 
 





IV.2.7.1 Einfluss von Lipoamid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
 
Abb.VI.2.7.1: Die durch  Idea- HSA 
induzierte dosisabhängige Bindung von 
Fibrinogen an gelfiltrierte Thrombozyten 
nimmt unter dem Einfluss von Lipoamid 
dosisabhängig ab.  
Thrombozyten aus Citrat- antikoaguliertem 
Blut wurden gelfiltriert und auf 25000/ µl 
eingestellt. FITC- konjugiertes Fibrinogen 
wurde in einer Konzentration von 150 µg/ml 
zugegeben. Nach einer Aktivierungszeit 
von 30 min. wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 1000 µl Puffer gestoppt und 
die Proben unmittelbar 
durchflusszytometrisch ausgewertet. 
Eingesetzte Lipoamid- Konzentrationen 
[µM]: 0; 5; 10; 20; 50; DMSO.  
Kennzeichnung der Kurven gemäß der eingesetzten Lipoamid- Konzentration: Raute: 0 µM; Quadrat 5 µM; Dreieck: 10 
µM; Kreuz: 20 µM; Stern: 50 µM; Punkt: DMSO- Kontrollkurve.  









































 Abb.VI.2.7.2: Idea- HSA induziert 
dosisabhängig die Bindung von 
Fibrinogen an Citrat- antikoagulierte 
gelfiltrierte Thrombozyten:  
Darstellung des Einfluss des 
Lösungsmittels DMSO auf die 
Thrombozytenaktivierung im Vergleich 
zur Nullkurve.  
Die hierbei eingesetzte Menge des 
DMSO entspricht der, die zur Lösung 
der höchsten eingesetzten Lipoamid- 
Menge [50 µM] nötig war. Zur 
Durchführung des Versuchs siehe 
Abb.VI.2.7.1. 
Raute: Nullkurve, Punkt: DMSO- Kurve 
Logarithmische Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, n.s. nicht signifikant. 
 
 Abb.VI.2.7.3: Durch 2 
µg/ml Idea- HSA induzierte 
Fibrinogen- Bindung an 
Citrat- antikoagulierte 
gelfiltrierte Thrombozyten 
(GFP) unter dem Einfluss 
von Lipoamid.  
Die durch  Idea- HSA 
induzierte Bindung von 
Fibrinogen an gelfiltrierte 
Thrombozyten nimmt unter 
dem Einfluss von Lipoamid 
dosisabhängig ab, 
zusätzlich eine DMSO- 
Kontrolle.  
Zur Durchführung des Versuchs siehe Abb.VI.2.7.1. Eingesetzte Lipoamid- Konzentrationen [µM]: 0; 5; 10; 20; 50; 
zusätzlich eine DMSO- Kontrollkurve.  
Lineare Darstellung der Bindung des FITC- markierten Fibrinogens, n=3, * p<0,05, n. s. nicht signifikant. 
 
Wie in Abb.VI.1.1.1.1 dargestellt, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA 
zur konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Es sollte 
nun untersucht werden, ob sich die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten durch Lipoamid hemmen lässt.  
Abb.VI.2.7.1 zeigt, dass die Inhibition der durch Idea- HSA induzierten Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten mit den eingesetzten Lipoamid- Konzentrationen signifikant gelang. 
Zur Lösung des Lipoamid wurde wiederum DMSO genutzt. Abb.VI.2.7.2 zeigt eine DMSO- 
Kontrollkurve im Vergleich zur Nullkurve. Die Menge des DMSO entsprach dabei der Menge, 
die zur Lösung der maximalen Lipoamidmenge nötig war. Wie in Abb.VI.2.7.2 dargestellt, 

































































Thrombozytenaktivität nachgewiesen werden. Die Unterschiede zwischen den Kurven sind 
nicht signifikant. 
Abb.VI.2.7.3 zeigt die durch 2 µg/ml Idea- HSA induzierte Fibrinogenbindung an gelfiltrierte 
Thrombozyten unter dem Einfluss von Lipoamid. Zusätzlich ist eine DMSO- Kontrolle 
dargestellt. Es zeigt sich, dass die Fibrinogenbindung durch das Lipoamid dosisabhängig und 
signifikant gesenkt wird. Zudem zeigt sich, dass das DMSO keinen hemmenden Einfluss auf die 
durch Idea- HSA induzierte Bindung von Fibrinogen an die gelfiltrierten Thrombozyten hat.  
 
IV.3 Passage von Fragmin- antikoaguliertem Vollblut durch 
Herzunterstützungssysteme unter dem Einfluss von Parthenolid 
Bei der Untersuchung der Passage von antikoaguliertem Vollblut durch die 
Herzunterstützungssysteme (HUS) wurde Vollblut, dem zu Beginn Parthenolid zugefügt worden 
war, mit Vollblut verglichen, das ohne den Zusatz von Parthenolid in den 
Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatte. Dabei wurde die Vollblutprobe, die unter dem 
Einfluss von Parthenolid in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatte, jeweils mit Probe 1 
beziffert, während die Proben, die ohne Zusatz von Parthenolid zirkuliert hatten, jeweils als 
Probe 2 beziffert wurden. 
Die Untersuchungen von Vollblutproben erfolgten zu drei Zeitpunkten: zum Zeitpunkt 0 min., 
120 min. und 240 min. nach Beginn der Passage des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme. Dementsprechend bezeichnet „1-0“ die Probe, die zum Zeitpunkt 0 
min. von dem Versuchsansatz, dem Parthenolid beigefügt worden war (Probe 1), abgenommen 
wurde. Nach diesem System sind die Messwerte benannt. 
Das Vollblut wurde mit Fragmin in einer Konzentration von 20 U/ml antikoaguliert.  
Dem Blut, das in dem Herzunterstützungssystem Nr.1 zirkulierte, wurde in DMSO gelöstes 
Parthenolid in einer Konzentration von 0,3 µg/ml zugesetzt.  
Dem Blut, das in dem Herzunterstützungssystem Nr.2 zirkulierte, wurde die Menge an DMSO 
zugesetzt, die der zur Lösung des Parthenolid benötigten DMSO- Menge entsprach. So konnte 
sichergestellt werden, dass die beobachteten Effekte auf die Wirkung des Parthenolid und nicht 
auf die eventuell auftretenden Wirkungen des DMSO zurückzuführen sind. 
Es wurden verschiedene Parameter der Thrombozytenaktivierung untersucht, wobei das 
Vollblut teilweise zu PRP weiterverarbeitet wurde.  
 
IV.3.1  Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch ADP: Fibrinogenbindung 
Der erste Parameter, der untersucht wurde, war die Bindung von FITC- markiertem Fibrinogen 
an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma. Dabei wurde zum einen die Bindung des 
Fibrinogens an nicht aktivierte Thrombozyten betrachtet. Zum anderen wurde untersucht, 
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inwieweit sich die Thrombozyten durch ADP aktivieren lassen. Als Aktivierungsmarker wurde 
hierbei wiederum die Fibrinogen- Bindung genommen.  
 
Abb.VI.3.1.1: ADP-induzierte Fibrinogenbindung an 
Thrombozyten im Plasma nach Passage des Blutes durch 
Herzunterstützungssystem 1. 
Kennzeichnung der Kurven gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das Blut zirkuliert hatte 
und gemäß dem Zeitpunkt der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen: HUS 1: 0,3 µg/ml 
Parthenolid;  
HUS 2: DMSO, entsprechend der Menge DMSO, die zur 
Lösung des eingesetzten Parthenolids nötig war. 
Eingesetzte ADP- Konzentrationen [µM]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 
1. 
Raute: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; Dreieck: HUS 1, Zeitpunkt 
120 min; Stern: HUS 1, Zeitpunkt 240 min. 
Logarithmische Darstellung der Fibrinogenbindung, n=3, 




Durch ADP induzierte 
Fibrinogenbindung an Thrombozyten im 
Plasma nach Passage des Blutes durch 
das Herzunterstützungssystem 2. 
Kennzeichnung der Kurven gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das 
Blut zirkuliert hatte und gemäß dem 
Zeitpunkt der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen: 
HUS 1: 0,3 µg/ml Parthenolid;  
HUS 2: DMSO, entsprechend der 
Menge DMSO, die zur Lösung des 
eingesetzten Parthenolids nötig war. 
Eingesetzte ADP- Konzentrationen 
[µM]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 1. 
Quadrat: HUS 2, Zeitpunkt 0 min.; 
Kreuz: HUS 2, Zeitpunkt 120 min; 
Punkt: HUS 2, Zeitpunkt 240 min. 
Logarithmische Darstellung der 
Fibrinogenbindung, n=3, n.s. nicht signifikant, * p<0,05. 
 
In den Abb.VI.3.1.1 und Abb.VI.3.1.2 ist die durch ADP zu den drei Zeitpunkten der 
Blutentnahme aus den Herzunterstützungssystemen induzierte Fibrinogenbindung nach den 

































































So stellt Abb.VI.3.1.1 die durch ADP im Herzunterstützungssystem 1 induzierte 
Fibrinogenbindung dar; in diesem Herzunterstützungssystem zirkulierte das Vollblut unter dem 
Einfluss von 0,3 µg/ml Parthenolid.  
Abb.VI.3.1.2 stellt die durch ADP im Herzunterstützungssystem 2 induzierte Fibrinogenbindung 
dar; in diesem Herzunterstützungssystem zirkulierte das Vollblut unter dem Einfluss von DMSO. 
Die eingesetzte DMSO- Menge entsprach derjenigen Menge, die zur Lösung des eingesetzten 






Plasma nach Passage 
des Blutes durch die 
Herzunterstützungssyste
me: Vergleich der 
Grundanbindung des 
Fibrinogen an die 
Thrombozyten im 
Plasma mit der durch 




Balken gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das Blut zirkuliert hatte und gemäß dem Zeitpunkt der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen: HUS 1: 0,3 µg/ml Parthenolid; HUS 2: DMSO, entsprechend der Menge DMSO, die zur 
Lösung des eingesetzten Parthenolids nötig war.  
Gestreifte Balken: Grundanbindung des Fibrinogens mit 0 µM ADP; schwarze Balken: mit 1 µM ADP erreichte maximale 
Bindung des Fibrinogens 
1-0: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; 2-0: HUS 2, Zeitpunkt 0 min.; 1-120: HUS 1, Zeitpunkt 120 min; 2-120: HUS 2, Zeitpunkt 
120 min; 1-240: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; 2-240: HUS 2, Zeitpunkt 240 min..  











































ADP-induzierte Fibrinogenbindung an 
Thrombozyten im Plasma nach Passage des 
Blutes durch die Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Kurven gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das Blut 
zirkuliert hatte und gemäß dem Zeitpunkt der 
Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen:  
HUS 1: 0,3 µg/ml Parthenolid;  
HUS 2: DMSO, entsprechend der Menge 
DMSO, die zur Lösung des eingesetzten 
Parthenolids nötig war. Eingesetzte ADP- 
Konzentrationen [µM]: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 1. 
Raute: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; Quadrat: 
HUS 2, Zeitpunkt 0 min.; Dreieck: HUS 1, 
Zeitpunkt 120 min; Kreuz: HUS 2, Zeitpunkt 120 min.; Stern: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; Punkt: HUS 2, Zeitpunkt 240 
min. 
Logarithmische Darstellung der Fibrinogenbindung, n=3, n.s. nicht signifikant. 
 
Abb.VI.3.1.3 zeigt die Grundanbindung des Fibrinogens an die noch nicht aktivierten 
Thrombozyten im Vergleich zu der durch 1 µM ADP maximal induzierten Fibrinogenbindung zu 
den drei Zeitpunkten der Blutentnahme aus den beiden Herzunterstützungssystemen. Auch hier 
ist die unter dem Einfluss von Parthenolid erreichte Fibrinogenbindung vergleichend mit der 
Fibrinogenbindung dargestellt, die unter dem Einfluss von DMSO stattfand.   
Abb.VI.3.1.4 stellt vergleichend die durch ADP induzierte, konzentrationsabhängige Zunahme 
der Fibrinogenbindung an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma dar, die zu den drei 
verschiedenen Zeitpunkten der Blutentnahme aus den beiden Herzunterstützungssystemen 
erzielt werden konnte. Es wurde dabei einerseits die unter dem Einfluss von Parthenolid und 
andererseits die unter dem Einfluss von DMSO alleine erreichte Fibrinogenbindung 
vergleichend dargestellt. 
Abb.VI.3.1.3 verdeutlicht den zu jedem Zeitpunkt der Blutentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen signifikanten Anstieg der Fibrinogenbindung an die 
Thrombozyten.  
Betrachtet man Abb.VI.3.1.4, so scheint es, dass es keinen signifikanten Unterschied der durch 
ADP induzierten Fibrinogenbindung an die Thrombozyten in beiden 
Herzunterstützungssystemen gab.  
Betrachtet man hingegen Abb.VI.3.1.1 und Abb.VI.3.1.2, so wird deutlich, dass die durch ADP 
induzierte Fibrinogenbindung an die Thrombozyten unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml 
Parthenolid nicht signifikant abnahm. Die durch ADP induzierte Fibriogenbindung an die 
Thrombozyten, die unter dem Einfluss von DMSO in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert 































Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch ADP 
unter dem Einfluss von Parthenolid länger erhalten blieb. 
Es zeigt sich außerdem, dass mit der Zeit die insgesamt durch ADP induzierbare 
Fibrinogenbindung an die Thrombozyten abnahm. Diese mit der Zeit verminderte Aktivierbarkeit 
der Thrombozyten durch ADP zeigt sich in allen Abbildungen  (Abb.VI.3.1.1, Abb.VI.3.1.2, 
Abb.VI.3.1.3 und Abb.VI.3.1.4).  
 
IV.3.2  Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch TRAP: Präsentation von 
CD63 auf der Thrombozytenoberfläche 
Der zweite Parameter, der untersucht wurde, war die Expression von CD63 auf der 
Thrombozytenoberfläche im PRP. Das CD63 gilt als Marker für die aktivierungsabhängige 
Degranulation der thrombozytären elektronendichten Granula. Es wurde die Expression des 
CD63 auf nicht aktivierten Thrombozyten untersucht, ebenso wie die Aktivierbarkeit der 
Thrombozyten durch TRAP. Als Aktivierungsmarker diente dabei die CD63- Expression.  
 
Abb.VI.3.2.1: Durch TRAP induzierte 
CD63- Expression auf der Oberfläche 
von Thrombozyten im Plasma nach 
Passage des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Kurven gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das 
Blut zirkuliert hatte und gemäß dem 
Zeitpunkt der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen: HUS 1: 
0,3 µg/ml Parthenolid; HUS 2: DMSO, 
entsprechend der Menge DMSO, die zur 
Lösung des eingesetzten Parthenolids 
nötig war. Eingesetze TRAP- 
Konzentrationen [µg/ml]: 0; 6,25; 12,5; 
25; 50; 100. 
Raute: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; Dreieck: 
HUS 1, Zeitpunkt 120 min; Stern: HUS 1, 
Zeitpunkt 240 min.. 





































Abb.VI.3.2.2: Durch TRAP induzierte 
CD63- Expression auf der Oberfläche 
von Thrombozyten im Plasma nach 
Passage des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Kurven gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das 
Blut zirkuliert hatte und gemäß dem 
Zeitpunkt der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen: HUS 1: 
0,3 µg/ml Parthenolid; HUS 2: DMSO, 
entsprechend der Menge DMSO, die zur 
Lösung des eingesetzten Parthenolids 
nötig war. Eingesetze TRAP- 
Konzentrationen [µg/ml]: 0; 6,25; 12,5; 
25; 50; 100. 
Quadrat: HUS 2, Zeitpunkt 0 min.; 
Kreuz: HUS 2, Zeitpunkt 120 min; Punkt: 
HUS 2, Zeitpunkt 240 min. 





Expression auf der 
Oberfläche von 
Thrombozyten im Plasma 




Kennzeichnung der Balken 
gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, 
in dem das Blut zirkuliert 
hatte und gemäß dem 
Zeitpunkt der 
Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssysteme
n: HUS 1: 0,3 µg/ml 
Parthenolid; HUS 2: DMSO, 
entsprechend der Menge DMSO, die zur Lösung des eingesetzten Parthenolids nötig war. Eingesetze TRAP- 
Konzentrationen [µg/ml]: 0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100. 
Gestreifte Balken: basale CD63- Expression unter 0 µg/ml TRAP; schwarze Balken: mit 100 µg/ml TRAP erreichte 
maximale CD63- Expression. 
1-0: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; 2-0: HUS 2, Zeitpunkt 0 min.;  
1-120: HUS 1, Zeitpunkt 120 min; 2-120: HUS 2, Zeitpunkt 120 min; 
1-240: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; 2-240: HUS 2, Zeitpunkt 240 min.. 































































Abb.VI.3.2.4: Durch TRAP induzierte CD63- 
Expression auf der Oberfläche von Thrombozyten im 
Plasma nach Passage des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Kurven gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das Blut zirkuliert 
hatte und gemäß dem Zeitpunkt der 
Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen:  
HUS 1: 0,3 µg/ml Parthenolid;  
HUS 2: DMSO, entsprechend der Menge DMSO, die 
zur Lösung des eingesetzten Parthenolids nötig war. 
Eingesetze TRAP- Konzentrationen [µg/ml]: 0; 6,25; 
12,5; 25; 50; 100. 
Raute: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; Quadrat: HUS 2, 
Zeitpunkt 0 min.;  
Dreieck: HUS 1, Zeitpunkt 120 min; Kreuz: HUS 2, Zeitpunkt 120 min; 
Stern: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; Punkt: HUS 2, Zeitpunkt 240 min.. 
Logarithmische Darstellung der CD63- Expression, n=3. n.s. nicht signifikant 
 
In den Abb.VI.3.2.1 und Abb.VI.3.2.2 ist die durch TRAP zu den drei Zeitpunkten der 
Blutentnahme aus den Herzunterstützungssystemen induzierte Bindung des Anti- CD63- 
Antikörpers nach den beiden Herzunterstützungssystemen getrennt aufgeschlüsselt.  
So stellt Abb.VI.3.2.1 die durch TRAP im Herzunterstützungssystem 1 induzierte Bindung des 
Anti- CD63- Antikörpers dar; in diesem Herzunterstützungssystem zirkulierte das Vollblut unter 
dem Einfluss von 0,3 µg/ml Parthenolid.  
Abb.VI.3.2.2 stellt die durch TRAP im Herzunterstützungssystem 2 induzierte Bindung des Anti- 
CD63- Antikörpers dar; in diesem Herzunterstützungssystem zirkulierte das Vollblut unter dem 
Einfluss von DMSO. Die eingesetzte DMSO- Menge entsprach derjenigen Menge, die zur 
Lösung des eingesetzten Parthenolids nötig war.  
Abb.VI.3.2.3 vergleicht die Grundanbindung des Anti- CD63- Antikörpers an die noch nicht 
aktivierten Thrombozyten mit der durch TRAP maximal induzierten Bindung des Anti- CD63- 
Antikörpers zu den drei Zeitpunkten der Blutentnahme aus den beiden 
Herzunterstützungssystemen. Auch hier ist die unter dem Einfluss von Parthenolid erreichte 
Bindung des Anti- CD63- Antikörpers vergleichend mit der Bindung des Anti- CD63- Antikörpers 
dargestellt, die unter dem Einfluss von DMSO stattfand.   
Abb.VI.3.2.4 stellt vergleichend die durch TRAP induzierte, konzentrationsabhängige Zunahme 
der Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma 
dar, die zu den drei verschiedenen Zeitpunkten der Blutentnahme aus den beiden 
Herzunterstützungssystemen erzielt werden konnte. Es wurde dabei die unter dem Einfluss von 
Parthenolid erreichte Bindung des Anti- CD63- Antikörpers vergleichend mit der Bindung des 

































Betrachtet man Abb.VI.3.2.1 und Abb.VI.3.2.2, so wird deutlich, dass in beiden 
Herzunterstützungssystemen durch TRAP ein dosisabhängiger Anstieg der Bindung des Anti- 
CD63- Antikörpers an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma induziert werden konnte. 
Es zeigt sich zudem, dass sich die durch TRAP induzierte Bindung des Anti- CD63- Antikörpers 
an die Thrombozyten, die unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml Parthenolid in den 
Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, nicht signifikant von der durch TRAP induzierten 
Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten unterscheidet, die unter dem 
Einfluss von DMSO in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten. Da sich die Bindung 
des Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten in den sich entsprechenden Proben aus den 
Herzunterstützungssystemen mit und ohne Beigabe von Parthenolid kaum unterscheidet, lässt 
sich folglich kein Einfluss des Parthenolid auf die Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch TRAP 
erkennen. 
Abb.VI.3.2.3 verdeutlicht den zu jedem Zeitpunkt der Blutentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen signifikanten Anstieg der Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an 
die Thrombozyten.  
Abb.VI.3.2.3 und Abb.VI.3.2.4 zeigen ebenfalls deutlich, dass es keinen signifikanten 
Unterschied der durch TRAP induzierten Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an die 
Thrombozyten in beiden Herzunterstützungssystemen gab.  
Es zeigt sich außerdem, dass mit der Zeit die insgesamt durch TRAP induzierbare Bindung des 
Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten abnahm. Diese mit der Zeit verminderte 
Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch TRAP zeigt sich in allen Abbildungen  (Abb.VI.3.2.1, 
Abb.VI.3.2.2, Abb.VI.3.2.3 und Abb.VI.3.2.4).   
 
IV.3.3 Bindung von Annexin V an Thrombozyten 
Es wurde weiterhin mit Hilfe der Bindung von FITC- markiertem Annexin V an die  
Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma untersucht, ob durch die Passage des Blutes 
durch die Herzunterstützungssysteme die Umwandlung der thrombozytären Oberfläche in eine 
prokoagulante Oberfläche induziert wurde.  
Sowohl die Abb.VI.3.3.1 als auch die Abb.VI.3.3.2 stellen vergleichend die Annexin V- Bindung 
an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma zu den drei Zeitpunkten der Blutentnahme 




Abb.VI.3.3.1:    AnnexinV- FITC- Bindung 
an Thrombozyten im Plasma nach 
Passage des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Balken gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das 
Blut zirkuliert hatte und gemäß dem 
Zeitpunkt der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen: HUS 1: 0,3 
µg/ml Parthenolid; HUS 2: DMSO, 
entsprechend der Menge DMSO, die zur 
Lösung des eingesetzten Parthenolids 
nötig war. 
1-0: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; 2-0: HUS 2, 
Zeitpunkt 0 min.;  
1-120: HUS 1, Zeitpunkt 120 min; 2-120: 
HUS 2, Zeitpunkt 120 min; 
1-240: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; 2-240: HUS 2, Zeitpunkt 240 min.. 
Darstellung der Annexin V- FITC positiven Thrombozyten, n=3, * p<0,05, ** p<0,01. 
 
Abb.VI.3.3.2: AnnexinV- FITC- Bindung 
an Thrombozyten im Plasma nach 
Passage des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Balken gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das 
Blut zirkuliert hatte und gemäß dem 
Zeitpunkt der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen:  
HUS 1: 0,3 µg/ml Parthenolid;  
HUS 2: DMSO, entsprechend der 
Menge DMSO, die zur Lösung des 
eingesetzten Parthenolids nötig war. 
1-0: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; 2-0: HUS 
2, Zeitpunkt 0 min.;  
1-120: HUS 1, Zeitpunkt 120 min; 2-120: 
HUS 2, Zeitpunkt 120 min; 
1-240: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; 2-240: HUS 2, Zeitpunkt 240 min.. 
Darstellung der Annexin V- FITC positiven Thrombozyten, n=3. n.s. nicht signifikant, * p<0,05. 
 
Abb.VI.3.3.1 verdeutlicht, dass es in beiden Herzunterstützungssystemen mit der Zeit zu einer 
Zunahme der prokoagulanten Oberfläche kam, erkennbar an der Zunahme der Annexin V- 
Bindung.   
Betrachtet man die Proben, die ohne Parthenolid, nur unter dem Einfluss von DMSO, in den 
Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, war die Zunahme der Annexin V- Bindung sehr 
deutlich ausgeprägt: zunächst, zwischen dem Zeitpunkt t= 0 min. und dem Zeitpunkt t=120 












































































Weiterhin kam es auch  zwischen dem Zeitpunkt t=120 min. und dem Zeitpnkt t=240 min. zu 
einem Anstieg der Annexin V- Bindung. Insgesamt ist die hier beobachtete Zunahme der 
Annexin V- Bindung über die Dauer des Versuchs signifikant. Dies weist darauf hin,  dass es 
über die gesamte Versuchsdauer hin zu einer stetig zunehmenden Umwandlung der 
thrombozytären Oberfläche in eine prokoagulante Oberfläche kam. 
Betrachtet man nun vergleichend die Proben, die unter dem Einfluss von Parthenolid im 
Herzunterstützungssystem zirkuliert hatten, so zeigt sich zunächst, vom Zeitpunkt t= 0 min. zum 
Zeitpunkt t= 120 min., ebenfalls ein signifikanter Anstieg der Bindung von Annexin V.  Der 
Anstieg vom Zeitpunkt t=120 min. zum Zeitpunkt t= 240 min. ist jedoch nicht signifikant. 
Insgesamt kam es zu einem signifikanten Anstieg der Annexin V- Bindung über die Zeit der 
Versuchsdauer. Dies weist darauf hin, dass es durch die Passage des Blutes durch das 
Herzunterstützungssystem zu einer signifikant gesteigerten Umwandlung der 
Thrombozytenoberfläche in eine prokoagulante Oberfläche kam. Dabei kam es zu Anfang zu 
einem recht ausgeprägten Anstieg der Annexin V- Bindung, während  sie im weiteren Verlauf 
des Versuchs- anders als in den Proben unter dem Einfluss von DMSO alleine- nur noch wenig 
stieg.  
Abb.VI.3.3.2  stellt dar, dass die Unterschiede zwischen der Annexin V- Bindung an die 
Thrombozyten unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml Parthenolid und an die Thrombozyten, die 
ohne Parthenolid, sondern nur mit DMSO in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, 
zunächst noch nicht signfikant sind. Weder zum Zeitpunkt t= 0 min. noch zum Zeitpunkt t= 120 
min. ergaben sich signifkante Unterschiede, es war zu einem gleichmäßigen Anstieg der 
Annexin V- Bindung gekommen.  
Erst wenn man die Annexin V- Bindung betrachtet, die zum Zeitpunkt t= 240 min. gemessen 
wurde, so zeigt sich eine signifikant höhere Annexin V- Bindung an die Thrombozyten, die nicht 
durch Parthenolid beeinflusst waren, als an die Thrombozyten 
unter dem Einfluss von Parthenolid. Dies weist darauf hin, dass es über die Zeit der 
Versuchsdauer betrachtet zu einem geringer ausgeprägten Umbau der thrombozytären 
Membran in eine prokoagulante Oberfläche kam, wenn das Vollblut das 
Herzunterstützungssystem unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml Parthenolid passierte, als wenn es 




IV.3.4  Mac- 1- Expression auf Monozyten 
Des Weiteren wurde im Vollblut die Mac- 1- Expression auf Monozyten untersucht. Das Mac- 1 
Integrin, das bei Degranulation der Monozyten- Granula auf der Zelloberfläche präsentiert wird, 
ist ein wichtiger Aktivitätsmarker der Monozyten. Über diesen Rezeptor binden die Monozyten 
an Fibrinogen und können u.a. so mit Thrombozyten interagieren. 
 
Abb.VI.3.4.1: Anti- Mac-1- Antikörper- 
Bindung ( Klon LeuTMD12 ) an Monozyten 
im Vollblut nach Passage des Blutes durch 
die Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Balken gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das Blut 
zirkuliert hatte und gemäß dem Zeitpunkt 
der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen:  
HUS 1: 0,3 µg/ml Parthenolid;  
HUS 2: DMSO, entsprechend der Menge 
DMSO, die zur Lösung des eingesetzten 
Parthenolids nötig war. 
1-0: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; 2-0: HUS 2, 
Zeitpunkt 0 min.;  
1-120: HUS 1, Zeitpunkt 120 min; 2-120: 
HUS 2, Zeitpunkt 120 min; 
1-240: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; 2-240: 
HUS 2, Zeitpunkt 240 min. 
Lineare Darstellung der Bindung des  PE- markierten Anti- Mac-1- Antikörpers (Klon LeuTMD12) an die Monozyten  im 
Vollblut, n=3, n.s. nicht signifikant. 
Abb.VI.3.4.2: Anti- Mac-1- Antikörper- 
Bindung an Monozyten im Vollblut nach 
Passage des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme. 
Kennzeichnung der Balken gemäß dem 
Herzunterstützungssystem, in dem das Blut 
zirkuliert hatte und gemäß dem Zeitpunkt 
der Probenentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen:  
HUS 1: 0,3 µg/ml Parthenolid;  
HUS 2: DMSO, entsprechend der Menge 
DMSO, die zur Lösung des eingesetzten 
Parthenolids nötig war. 
 
 
1-0: HUS 1, Zeitpunkt 0 min.; 2-0: HUS 2, 
Zeitpunkt 0 min.;  






































































1-240: HUS 1, Zeitpunkt 240 min.; 2-240: HUS 2, Zeitpunkt 240 min.. 
Lineare Darstellung der Bindung des  PE- markierten Anti- Mac-1- Antikörpers (Klon LeuTMD12) an die Monozyten  im 
Vollblut, n=3. n.s. nicht signifikant. 
 
Abb.VI.3.4.1 stellt vergleichend die Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpers (Klon LeuTMD12) an 
die Monozyten im Vollblut nach Passage durch die beiden Herzunterstützungssysteme zu den 
drei Zeitpunkten der Blutennahme dar. Dabei wird die Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpers an 
die Thrombozyten, die unter dem Einfluss von Parthenolid in den Herzunterstützungssystemen 
zirkuliert hatten, der Antikörperbindung an die Thrombozyten, die diese ohne Parthenolid, 
sondern nur mit DMSO, passiert hatten, gegenübergestellt. Sie zeigt, dass zwar im Laufe der 
Zeit die Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpers an die Monozyten etwas zunahm. Diese 
Zunahme der Antikörperbindung war jedoch weder in Bezug auf die Proben, die unter dem 
Einfluss von Parthenolid in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, noch in Bezug 
auf die Proben, die diese ohne Parthenolid, sondern nur mit DMSO, passiert hatten, signifikant. 
Abb.VI.3.4.2  verdeutlicht, dass auch die Unterschiede zwischen den Proben, die unter dem 
Einfluss von Parthenolid in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, und den Proben, 









V.1 Aktivierung von Blutzellen mit Idea- HSA 
Im Rahmen entzündlicher Erkrankungen wie der Atherosklerose, dem Diabetes mellitus und 
dem chronischen Nierenversagen mit Urämie kommt es zur oxidativen Modifikation von 
Proteinen.  
So ist beispielsweise in atherosklerotischen Plaques eine erhöhte Aktivität der Myeloperoxidase 
nachgewiesen worden, die die von aktivierten PMNL und Monozyten freigesetzten ROS in das 
sehr reaktive HOCl umwandelt. Das HOCl oxidiert Proteine, Lipide, Nukleinsäuren; so konnten 
auch in atherosklerotischen Plaques durch HOCl oxidierte Proteine nachgewiesen werden, z.B. 
oxidiertes Albumin (Volf et al, 2000; Capeillere- Blandin et al., 2004).  
Diese Oxidation durch HOCL bedingt tief greifende Veränderungen der Proteinstruktur wie die 
Modifikation der Seitenketten, Fragmentierung der Peptidbindungen, Vernetzung oder 
Aggregation. Dabei hängt das Ausmaß der Proteinmodifikation von der Konzentration des HOCl 
ab: bei niedrigen HOCl- Konzentrationen kommt es zunächst zu Reaktionen mit sehr reaktiven 
Gruppen der Proteine, den Aminosäureseitenketten. Vor allem die schwefelhaltigen 
Aminosäurereste wie Cystein und Methionin sind davon betroffen. Erst bei höheren HOCl- 
Konzentrationen  werden auch weniger reaktive Gruppen wie die Peptidbindungen modifiziert 
(Pattison et al, 2001). 
Wie unter I.4.1 erläutert, dient das Albumin als Transportprotein unter anderem dem Transport 
der MPO und ist somit unmittelbar dem oxidativen Einfluss des HOCl ausgesetzt (Marsche et al, 
2007).  
Bislang wurde der Anteil des oxidativ modifizierten Albumins an der großen Menge des 
Albumins als biologisch insignifikant angesehen. Es zeigte sich jedoch, dass durch HOCl 
modifiziertes Albumin Endothel schädigt, die MCP-1- Expression auf Monozyten (Roche et al, 
2008) und den „oxidative burst“ der Monozyten und PMNL (Liu et al, 2006; Witko- Sarsat et al., 
2003) fördert. Außerdem aktiviert es Thrombozyten, indem es unter anderem an CD36 bindet 
(Volf et al, 2000; Kehrel et al, 2005).  
So konnte in verschiedenen Versuchen durch Herrn Dr. Martin Brodde bereits gezeigt werden, 
dass mit dem durch das MPO/ HOCl- System oxidativ modifizierten humanen Albumin, Idea- 
HSA (Immune- Defence- Altered- Human Serum Albumin), ein physiologischer 
Thrombozytenagonist identifiziert worden ist, dessen Thrombozytenaktivierung durch 
verschiedene sekundäre Pflanzenstoffe inhibierbar ist. .  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss von Idea-HSA auf die Aktivierung 
von Thrombozyten und Monozyten weiter zu charakterisieren und seine agonistische Wirkung 




V.1.1 Aktivierung von Thrombozyten mit Idea- HSA 
Idea- HSA aktiviert Thrombozyten, indem es unter anderem an das Glykoprotein CD36 bindet 
(Kehrel et al, 2005; Patent DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10. 2000 von Martin F. Brodde 
und Beate E. Kehrel) 
Das Glykoprotein CD36, auch GPIV, FAT oder PAS-4 genannt, findet sich außer auf 
Thrombozyten auch auf Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen, Erythroblasten, 
Epithelzellen der Mamma, und auf verschiedenen Tumorzelllinien (Greenwalt et al, 1992).  
Thrombospondin, Kollagen Typ I und IV, anionische Phospholipide und oxidiertes LDL können 
daran binden. Somit spielt CD36 als Rezeptor bei vielfältigen Signaltransduktionwegen eine 
Rolle (Huang et al, 1991; Bull et al, 1994).  
So ist CD36 in die ATP- abhängige Aufnahme von Arachidonsäure zur TXA2- Synthese in 
aktivierte Thrombozyten involviert (Dutta- Roy et al. 1996). Diese Aufnahme und auch die 
Freisetzung der Arachidonsäure sind durch die Extrakte aus Feverfew hemmbar (Loesche et al, 
1988). 
Die Induktion der CD36- Expression auf Monozyten/ Makrophagen lässt sich durch Flavonoide 
wie Kaempferol (Butkovic et al, 2004; Tu et al, 2007) hemmen. 
An den thrombozytären CD36 binden, wie oben erwähnt, vielfältige Liganden. Vermutlich spielt 
bei der Bindung der verschiedenen Liganden unterschiedliche Mechanismen und Domänen des 
CD36 eine Rolle (Boullier et al, 1999; Kar et al, 2008). Der Mechanismus der Bindung oxidierter 
Proteine wie des Idea- HSA an die Thrombozyten ist noch nicht geklärt.  
 
V.1.1.1 Idea- HSA- induzierte Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
Die Bindung löslichen Fibrinogens an Thrombozyten stellt einen wichtigen Schritt in der 
Entstehung eines stabilen Thrombus dar, da das Fibrinogen als Brückenmolekül zwischen den 
Thrombozyten die Thrombozytenaggregation vermittelt. Die anschließende Thrombin- 
vermittelte Spaltung des gebundenen Fibrinogens zu Fibrin und die darauf folgende 
Polymerisierung der Fibrinmonomere stabilisiert den entstehenden Thrombus.  
Bei Untersuchung dieses wichtigen Parameters zeigte sich, dass unter dem Einfluss von Idea- 
HSA mit Hilfe gelösten, FITC- markierten Fibrinogens eine dosisabhängige und signifikante 
Zunahme der Bindung des Fibrinogens an gelfiltrierte Thrombozyten (Abb.IV.1.1.1.1) bestätigt 
werden konnte. Bei Aktivierung der Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma 
(Abb.IV.1.1.1.2) sowie der Thrombozyten im Vollblut (Abb.IV.1.1.1.3) kam es ebenfalls zu 
einem signifikanten Anstieg der Fibrinogenbindung.  
Durch das Idea- HSA gelang die Aktivierung der Thrombozyten. Dabei wurden zur Aktivierung 
der Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma und im Vollblut höhere Konzentrationen des 
Idea- HSA benötigt als für die Aktivierung gelfiltrierter Thrombozyten. Gelfiltrierte Thrombozyten 
zeichnen sich dadurch aus, dass sie von allen Plasmabestandteilen getrennt sind. Dies könnte 
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darauf hinweisen, dass das Idea- HSA im Plättchen- reichen Plasma und im Vollblut an 
Strukturen im Plasma bindet, die bei der Gelfiltration der Thrombozyten entfernt worden sind, 
und so nicht ausschließlich zur Aktivierung der Thrombozyten zur Verfügung steht. Die Fa. 
OxProtect hat bereits  Substanzen entdeckt und charakterisiert, die die Wirkung des Idea- HSA 
im Plasma neutralisieren. 
Die Vorraussetzung dafür, dass gelöstes Fibrinogen fest an GPIIbIIIa binden kann und somit 
dem durchflusszytometrischen Nachweis zugänglich wird, ist die vorherige Aktivierung der 
Thrombozyten durch einen Agonisten. Darauf folgt, das durch den Agonisten induzierte, 
rezeptorvermittelte „Outside-in signalling“, das dann wiederum über „Inside-out signalling“ den 
GPIIbIIIa-Rezeptor aktiviert. In Folge dessen wird das lösliche Fibrinogen fest und irreversibel 
an den aktivierten GPIIbIIIa- Rezeptor gebunden (Lahav et al, 2003; Jurk, Kehrel, 2005).  
An Oberflächen immobilisiertes Fibrinogen hingegen kann auch ohne vorausgegangene 
Konformationsänderung des GPIIbIIIa fest gebunden werden (Korporaal et al, 2007). Zur 
endgültigen, irreversiblen Bindung des Fibrinogens kommt es durch Clusterbildung der 
GPIIbIIIa, die auch das „Outside- in- Signalling“ der Rezeptoren initiiert, das zur Ausbildung von 
Lamellipodien und zur Ausbreitung der Thrombozyten führt (Shattil, 1999).  
Bei den für diese Arbeit ausgeführten Untersuchungen wurde nur gelöstes Fibrinogen 
eingesetzt. Die Tatsache, dass die Bindung des gelösten Fibrinogens nachgewiesen werden 
konnte, weist darauf hin, dass es durch das Idea- HSA zur Thrombozytenaktivierung mit 
Aktivierung des GPIIbIIIa und zur Konformationsänderung des Integrins gekommen sein 
könnte. Die Aktivierung der Thrombozyten durch Idea-HSA fand in Abwesenheit weiterer 
Thrombozyten-Agonisten statt, so dass die nachgewiesene Thrombozytenaktivierung nur dem 
Einfluss des Idea- HSA zuzuschreiben ist.  
 
V.1.1.2 Idea- HSA- induzierte Präsentation von CD 62 P auf der 
Thrombozytenoberfläche: Sekretion der alpha- Granula 
Die Aktivierung der Thrombozyten mit verschiedenen Agonisten führt zur Degranulation der 
thrombozytären Granula (Charo et al, 1977). So aktivieren schwache physiologische 
Thrombozytenagonisten wie ADP und Adrenalin in erster Linie die Thrombozytenaggregation, in 
deren Folge es zur Sekretion der Granula kommt („aggregation-mediated platelet activation“). 
Starke Agonisten wie z. B. das Thrombin hingegen aktivieren in niedrige Konzentrationen 
ebenfalls die Aggregation mit darauf folgender Sekretion. In hohen Dosen vermag es das 
Thrombin jedoch, die Sekretion der Granula unabhängig von der Thrombozytenaggregation 
auszulösen („directly induced platelet activation“). Damit könnte es sich bei der 
Thrombozytenaggregation und der Granulasekretion um zwei voneinander unabhängige 
Prozesse handeln. 
Die Thrombozyten enthalten mindestens drei morphologisch sich unterscheidende Granula: die 
alpha- Granula, die elekronendichten Granula, und Lysosomen. Die alpha- Granula und die 
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elektronendichten Granula werden bei Aktivierung durch Exozytose ausgeschüttet, so dass die 
Granulamembran mit der Zellmembran der Thrombozyten verschmilzt. Auf diese Weise 
gelangen Rezeptoren aus den Granula auf die Oberfläche der aktivierten Thrombozyten und 
können dort nachgewiesen werden (Übersicht: Kehrel, Jurk, 2005; Zarbock et al, 2006).  
Die alpha- Granula enthalten Adhäsionsmoleküle, die der Interaktion der Thrombozyten mit 
anderen Zellen und mit zahlreichen Proteinen wie mitogenen Faktoren oder Gerinnungs- oder 
Fibrinolyse- Faktoren dienen. Auch zahlreiche Zytokine wie RANTES, MIP-1alpha und PF4 
(Kehrel, Jurk, 2004) sind in den alpha- Granula enthalten.  
Das Glykoprotein CD62 P ist in der alpha-Granulamembran lokalisiert, das bei Aktivierung 
durch Exozytose der alpha- Granula auf der Thrombozytenoberfläche präsentiert wird. Es 
vermittelt die zunächst lockere Bindung der Thrombozyten an den primären Leukozytenrezeptor  
PSGL-1 (P- Selektin- Glykoproteinligand- 1),  der konstitutiv auf Monozyten und neutrophilen 
Granulozyten exprimiert wird (May et al, 2007).  
Weiterhin kommt es im Rahmen der Aktivierung der Thrombozyten zur Abtrennung des P- 
Selektins von der Oberfläche der Plättchen, so dass lösliches P- Selektin entsteht (Jurk, Kehrel, 
2005). 
Bei Aktivierung der gelfiltrierten Thrombozyten mit Idea- HSA wurde zunächst  eine rasche, 
signifikante und dosisabhängige Zunahme der Anti- CD62P- Antikörperbindung auf die  
thrombozytäre Oberfläche bestätigt (Patent DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10. 2000 von 
Martin F. Brodde und Beate E. Kehrel). 
Diese Beobachtung lässt auf eine signifikante und dosisabhängige Zunahme der Expression 
von CD62P auf der Thrombozytenoberfläche schließen (Abb.IV.1.1.2). Wurden nur geringe 
Konzentrationen des Idea- HSA eingesetzt, so zeigten sich erhebliche interindividuelle 
Schwankungen der Messwerte, die auf sehr unterschiedliches Ansprechen der Thrombozyten 
der verschiedenen Probanden auf das Idea- HSA hinweisen könnten oder durch experimentelle 
Unerfahrenheit des Experimentators bedingt sind.  
Die Bindung des Anti- CD62- Antikörpers war bei einer Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml 
am stärksten ausgeprägt. Die Zunahme der Präsentation von CD62 auf der thrombozytären 
Oberfläche war signifikant.  
Bei weiterer Steigerung der Idea- HSA- Konzentration fiel die Bindung des Anti- CD62- 
Antikörpers jedoch wieder etwas ab. Dabei glichen sich die Messwerte interindividuell an. Diese 
Beobachtung könnte ein Hinweis darauf sein, dass es für die Thrombozytenaktivierung mit 
Idea- HSA ein Konzentrationsmaximum gibt, bei der die Aktivierung- und konsekutiv auch die 
CD 62 P- Expression- am stärksten ist.  
Möglicherweise lässt sich jedoch auch diese Beobachtung auf experimentelle Fehler 
zurückführen, da stark aktivierte Thrombozyten miteinander aggregieren und sich so der 
Messung entziehen.  
Die Zunahme der CD62P- Expression auf der Thrombozytenoberfläche zeigt, dass Idea- HSA 
die Sekretion der thrombozytären alpha- Granula auszulösen vermochte. Da es sich bei dem 
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CD62 P um ein Molekül handelt, das Verbindung zwischen Thrombozyten und Monozyten 
herstellt, ist zu vermuten, dass die Zellaktivierung mit Idea- HSA eine Interaktion zwischen 
Thrombozyten und Monozyten induziert.  
 
V.1.1.3  Idea- HSA- induzierte Präsentation von CD 63 auf der 
Thrombozytenoberfläche: Sekretion der elektronendichten Granula 
Das Glykoprotein CD63 (= Granulophysin) befindet sich in den Membranen der 
elektronendichten Granula der Thrombozyten. Die elektronendichten Granula, die „dense 
bodies“, enthalten kleine Nicht- Protein- Moleküle wie ADP, ATP, Serotonin, Pyrophosphat und 
Ca2(+). Diese Moleküle amplifizieren die Thrombozytenaggregation und modulieren die 
Funktion der Endothelzellen und der Leukozyten (Übersicht: Kehrel, Jurk, 2005; Zarbock et al, 
2006). Wie auch die alpha- Granula, werden sie im Rahmen der Thrombozytenaktivierung 
ausgeschüttet, so dass das CD63 an die Thrombozytenoberfläche gelangt und dort als Marker 
für die Exozytose der „dense bodies“ nachgewiesen werden kann.  
Bei der Aktivierung der gelfiltrierten Thrombozyten mit Idea- HSA wurde schon bei Einsatz 
geringer Idea- HSA- Konzentrationen eine signifikante und  dosisabhängige Zunahme der Anti-
CD63- Antikörperbindung auf die Thrombozytenoberfläche bestätigt (Patent DE20001051983,  
Prioritätsdatum 10.10. 2000 von Martin F. Brodde und Beate E. Kehrel), die auf die gesteigerte 
Präsentation von CD63 auf der Thrombozytenoberfläche hinweist (Abb.IV.1.1.3). Wie schon bei 
der Sekretion der alpha- Granula, so wurde auch hier bereits bei einer Idea- HSA- 
Konzentration von 0,5 µg/ml die maximale und vollständige Sekretion der elektronendichten 
Granula erreicht. 
Wie schon in Bezug auf die alpha- Granula erwähnt, findet man auch hier, dass es bei Einsatz 
geringer Idea- HSA- Konzentrationen zu deutlichen interindividuellen Schwankungen der 
Sekretion der dense bodies kam. Es zeigte sich, dass die Thrombozyten von verschiedenen 
Probanden sehr unterschiedlich schnell auf das Idea- HSA ansprachen. Mit der starken 
Aktivierung der Thrombozyten, die zur vollständigen Degranulation der elektronendichten 
Granula führte, glichen sich jedoch die Messwerte an. Dies zeigte, dass die interindividuellen 
Differenzen vor allem im Ansprechen auf das Idea- HSA zum Tragen kamen, während die 
maximal induzierbare Degranulation interindividuell keine große Spannweite aufwies. 
Eine Abnahme der CD63-Präsentation auf der Thrombozytenoberfläche konnte bei weiterer 




V.1.1.4 Idea- HSA- induzierte Bildung einer prokoagulanten 
Oberfläche auf Thrombozyten und Bildung von thrombozytären 
Mikropartikeln 
Unter dem Einfluss von Scherstress oder bei Aktivierung von Thrombozyten durch starke 
Agonisten, wie z.B. Thrombin, Kollagen, oder die Komplementfaktoren, kommt es durch 
Membranumbauprozesse zur Abtrennung kleiner Zellanteile, den Mikropartikeln, sowie zur 
Ausbildung einer prokoagulanten Oberfläche (Holme et al, 1995 und 1997). Die Umwandlung 
der Thrombozytenmembran in eine prokoagulante Oberfläche ist die Vorraussetzung für die 
Bildung des Prothrombinasekomplexes auf der Thrombozytenoberfläche, da so Bindungsstellen 
für den Prothrombinase- Komplex entstehen.  
Durch den Prothrombinase- Komplex wird Thrombin gebildet (Piccin et al, 2006). Das 
entstehende Thrombin spaltet Fibrinogen zu Fibrin, so dass sich ein stabiles Netz ausbilden 
kann. Somit entsteht durch die Ausbildung der prokoagulanten Zelloberfläche eine Brücke 
zwischen der primären und der sekundären Hämostase.  
Für die Abspaltung der Mikropartikel und die Entstehung einer prokoagulanten Zelloberfläche ist 
die Aktivierung von Enzymsystemen notwendig, die in Abhängigkeit von der intrazellulären 
Ca2(+)- Konzentration umfangreiche Membranumbauprozesse und Veränderungen des 
Zytoskeletts der Thrombozyten ermöglichen.  
Im ruhenden Zustand der Thrombozyten sind die Phospholipide der thrombozytären 
Zellmembran asymmetrisch auf die beiden Blätter der Zellmembran verteilt. So finden sich auf 
der Außenseite der Membran vor allem Phosphatidylcholin und Sphingomyelin, auf der 
Innenseite Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin.  
Durch die Membranumbauprozesse, die zur Ausbildung der prokoagulanen Oberfläche führen, 
gelangen negativ geladene Phospholipide wie das Phosphatidylserin, das sich auf der 
Innenseite der Zellmembran ruhender Thrombozyten befindet, an die Außenseite der 
Zellmembran. Mit Hilfe von FITC- markiertem Annexin V, dass spezifisch and Phosphatidylserin 
bindet, kann die Zunahme des Phosphatidylserin auf der prokoagulanten Oberfläche 
nachgewiesen werden. 
Durch die oben erwähnten Membranumbauprozesse entstehen, wie eingangs bereits erwähnt, 
nicht nur Bindungsstellen für den Prothrombinase- Komplex, sondern auch durch Abtrennung 
kleiner Zellanteile thrombozytäre Mikropartikel.  
Diese haben eine Größe von 0,2-1 µm und präsentieren auf ihrer Oberfläche verschiedene 
Adhäsionsmoleküle und Integrine, wie PECAM- 1, GPIIbIIIa, P- Selektin (CD62P), CD63, 
CD41a, CD42b und CD61. Durch die Präsentation dieser zahlreichen Adhäsionsproteine und 
Rezeptoren und durch die Vergrößerung der Zelloberfläche steigern die Mikropartikel die 
koagulative Aktivität im Bereich eines Thrombozytenaggregates. So können die Mikropartikel 
beispielsweise durch Fibrinogenbindung zur Thrombusbildung beitragen. Über P- Selektin/ 
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PSGL-1 kommt es zur Interaktion der Mikropartikel mit Monozyten, über CD40/ CD40L zur 
Interaktion mit den Endothelzellen.  
Außer ihrer physiologischen Bedeutung für die Blutgerinnung spielt die prokoagulante Aktivität 
der Mikropartikel auch für zahlreiche Krankheitsprozesse, die mit Entzündung und Thrombosen 
einhergehen, wie den akuten Myokardinfarkt, die Rheumatoide Arthritis, die Präeklampsie, das 
hämolytisch urämische Syndrom, das Antiphospholipid- Syndrom, Vaskulitiden, Sepsis und die 
Heparin- induzierte Thrombozytopenie, eine Rolle (Piccin et al, 2006). Auch im Blut von 
Patienten, die an die Herz- Lungen- Maschine angeschlossen worden sind, werden in erhöhtem 
Maße Mikropartikel gefunden (Holme et al, 1997).  
Wie bereits in DE20001051983 (Patent DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10. 2000 von  
Martin F. Brodde und Beate E. Kehrel) publiziert, ruft die Thrombozytenaktivierung durch Idea- 
HSA die Mikropartikelbildung und die Ausbildung einer prokoagulanten Oberfläche hervor.  
Diese Wirkung des oxidativ modifizierten humanen Abumins sollte nun näher charakterisiert 
werden.  
Viele Agonisten vermögen die Bindung von Fibrinogen oder die Granulasekretion zu induzieren. 
Diese oben beschriebenen, tiefergreifenden Veränderungen der Thrombozytenstruktur werden 
jedoch nur bei Thrombozytenaktivierung mit starken Agonisten wie Thrombin, Kollagen, oder 
die Komplementfaktoren C5b-9 hervorgerufen, während die Thrombozytenaktivierung mit einem 
schwächeren Agonisten wie ADP nicht zur Mikropartikelbildung führt (Übersicht: Jurk, Kehrel, 
2005; Chang et al, 1992; Holme et al, 1995). Somit erlaubt die Untersuchung der 
Mikropartikelformation und Ausbildung einer prokoagulanten Oberfläche die Einordnung des 
Idea- HSA im Vergleich zu anderen Plättchenagonisten. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass schon geringe Idea- HSA- 
Konzentrationen zur signifikanten und dosisabhängigen Zunahme der Bildung von 
Mikropartikeln aus gelfiltrierten Thrombozyten ausreichen (Abb.IV.1.1.4). Mit Idea- HSA- 
Konzentrationen von 1- 2 µg/ml wurde die vollständige Aktivierung der Thrombozyten mit 
Mikropartikelbildung erreicht.  
Es wird deutlich, dass mit Idea- HSA ein starker Thrombozytenagonist identifiziert worden ist, 
der es allein vermag, die Mikropartikelbildung auszulösen.  
 
Ebenso wurde weiter untersucht, in welchem Ausmaß die Aktivierung der gelfiltrierten 
Thrombozyten mit Idea- HSA zur Ausbildung einer prokoagulanten Thrombozytenmembran 
führt (Abb.IV.1.1.5.1). Zur Ausbildung der prokoagulanten Thrombozytenoberfläche, die durch 
Bindung FITC- markierten Annexin V an Phophatidylserin nachgewiesen wurde, reichten die 
geringen Idea- HSA- Konzentrationen, die bereits zu einer deutlichen Zunahme der 
Mikropartikelbildung geführt hatten, nicht aus. Erst bei Einsatz einer Idea- HSA- Konzentration 
von 1-2 µg/ml, die schon zu einer nahezu vollständigen Thrombozytenaktivierung mit 
Mikropartikelbildung geführt hatte, nahm die Expression der prokoagulanten Oberfläche 
dosisabhängig zu. Dies entspricht den in DE20001051983 (Patent DE20001051983, 
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Prioritätsdatum 10.10. 2000, von Martin F. Brodde und Beate E. Kehrel) dargestellten 
Ergebnissen. 
Mit 2 µg/ml Idea- HSA konnte eine signifikante Zunahme der Umwandlung der thrombozytären 
Oberfläche in eine prokoagulante Oberfläche verzeichnet werden. Es wurde mit den 
eingesetzten Idea- HSA- Konzentrationen allerdings nicht die vollständige Aktivierung mit 
Ausbildung einer prokoagulanten Oberfläche auf allen Thrombozyten erreicht.  
Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, ist die zur Ausbildung einer prokoagulanten 
Oberfläche erforderliche Idea- HSA- Konzentration höher als die zur vollständigen Aktivierung 
des Fibrinogenrezeptors GPIIbIIIa, zur Degranulation der thrombozytären Granula, aber auch 
zur Mikropartikelbildung notwendige Idea- HSA- Konzentration. Besonders deutlich wird dieser 
Unterschied bei Vergleich der Degranulation mit der Annexin V- Bindung: während bei Einsatz 
einer Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml die maximale Degranulation sowohl der alpha- 
Granula als auch der elektronendichten Granula schon erreicht war, ließ sich noch keine 
Steigerung der Annexin V- Bindung nachweisen, die auf die Membranumbauprozesse zur 
Bildung einer prokoagulanten Zelloberfläche hingewiesen hätte.  
Diese Untersuchung zeigt jedoch, dass mit dem Idea- HSA ein Thrombozytenagonist gefunden 
wurde, der alleine, also in Abwesenheit von anderen Thrombozytenagonisten, die 
Mikropartikelbildung und Ausbildung einer prokoagulanten Zelloberfläche auszulösen vermag.  
 
Gear et al (2004) untersuchten die Wirkung von durch HOCL oxidierten LDL auf Thrombozyten. 
Dabei zeigte sich, dass HOCL- LDL in geringen Dosierungen (1-2 µg/ml), vermutlich durch 
Bindung an den thrombozytären Rezeptor CD36, die Aggregation und Sekretion der 
thrombozytären alpha- Granula mit Zunahme der Exposition von P- Selektin auf der 
Thrombozytenoberfläche induzierte. Bei Einsatz höherer Dosierungen HOCL- LDL (60- 
100µg/ml) war die  induzierbare Thrombozytenaggregation und Sekretion der alpha- Granula 
geringer.  
Gear et al beobachteten dabei im Gegensatz zu Volf et al (2000) keine Sekretion der dense 
bodies.   
Bei Kombiation geringer Dosierungen HOCL- LDL mit geringen Dosierungen ADP (1µM) wurde 
durch Gear et al eine ausgeprägte Thrombozytenaggregation und Exposition von P- Selektin 
erreicht. Die Aktivierung der Thrombozyten mit ADP alleine ergab nur eine vorübergehende 
(<30 sec.) Thrombozytenaggregation, während durch die Kombination von ADP mit HOCL- LDL 
eine Stabilisierung der Aggregate erzielt werden konnte. 
Gear et al schließen aus diesen Beobachtungen, dass das in atherosklerotischen Plaques 
befindliche, durch HOCL oxidierte LDL eine bedeutsame Rolle für die Stabilisierung der unter 
dem Einfluss anderer Thrombozytenagonisten wie ADP entstehender Thromben spielen 
könnte. 
Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwandten IDEA- HSA handelt es sich um unter dem 
Einfluss von HOCL oxidativ modifiziertes humanes Albumin.  
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Es bestätigte sich, dass mit IDEA- HSA ein potenter Thrombozytenagonist gefunden wurde 
(Patent DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10. 2000, von Martin F. Brodde und Beate E. 
Kehrel), der, ebenfalls durch Bindung an den thrombozyären Rezeptor CD36, in Abwesenheit 
anderer Agonisten eine umfassende Aktivierung der Thrombozyten zu induzieren vermag. 
Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Entstehung von IDEA- HSA, beispielsweise 
in atherosklerotischen Plaques, nicht vor allem zur Stabilisierung von Thromben führen, 
sondern vielmehr unabhängig von der Anwesenheit anderer Plättchenagonisten die Ausbildung 
von Thromben induzieren könnte. Damit gingen die dem IDEA- HSA zugeschriebenen 
Fähigkeiten über die den HOCL- LDL zugeschriebenen hinaus. 
Es bleibt für zuküftige Experimente, zu untersuchen, wie sich eine Kombination von IDEA- HSA 
mit anderen Plättchenagoniste wie ADP, Thrombin oder Epinephrin auf die Induktion der 
Thrombozytenaggregation auswirkt. 
Die Hemmung der Wirkung des Idea- HSA könnte daher einen vielversprechenden Weg zum 
Schutz vor Thrombembolien darstellen.  
 
V.1.1.4.1 Vergleich von Idea-HSA mit durch Thrombin und Kollagen 
induzierter  Bildung einer prokoagulanten Oberfläche auf Thrombozyten  
Zur näheren Charakterisierung des Idea- HSA im Vergleich zu bereits bekannten starken 
Thrombozytenagonisten wurde die durch Thrombin und Thrombin plus Kollagen erreichbare 
Ausbildung einer prokoagulanten Oberfläche untersucht.  
Der Vergleich mit der Annexin V- Bindung an Thrombozyten, die durch den stärksten bekannten 
Plättchenagonisten Thrombin aktiviert worden sind, zeigt, dass schon 0,2 U/µl Thrombin einen 
signifikanten Anstieg der Annexin V- Bindung, hinweisend auf die Ausbildung einer 
prokoagulanten Zelloberfläche, induzieren können (Abb.IV.1.1.5.2.1). Jedoch konnte durch die 
eingesetzte Menge des Thrombins noch keine vollständige Aktivierung der Thrombozyten 
erzielt werden.  
Bei der Aktivierung der Thrombozyten mit einer Kombination aus Thrombin mit je 2 µg/ml 
Kollagen kam es zu einem signifikanten, dosisabhängigen Anstieg der Annexin V- Bindung 
(Abb.IV.1.1.5.2.2). Hier gelang die vollständige Aktivierung der Thrombozyten. Im Vergleich der 
beiden Aktivierungskurven wird deutlich, dass die Aktivierung der Thrombozyten mit der 
Kombination aus Thrombin mit Kollagen um ein vielfaches stärker ist als die Aktivierung der 
Thrombozyten mit Thrombin alleine (Abb.IV.1.1.5.2.3). Der Unterschied zwischen den beiden 
Aktivierungskurven ist signifikant.  
Bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA nimmt die Ausbildung der prokoagulanten 
Oberfläche ebenfalls signifikant und konzentrationsabhängig zu, eine vollständige Aktivierung 
aller Thrombozyten mit umfassender Ausbildung der prokoagulanten Oberfläche wurde mit den 
im Rahmen dieser Arbeit verwandten Idea- HSA- Konzentrationen jedoch nicht erreicht.  
135 
 
Im Gegensatz zu schwachen Agonisten erzielte das Idea- HSA, ebenso wie das bisher als 
stärkster Thrombozytenagonist bekannte Thrombin, alleine die signifikante und 
konzentrationsabhängige Zunahme der ausgebildeten prokoagulanten Zelloberfläche. Nur 
durch die Kombination aus Thrombin und Kollagen war es möglich, eine vollständige 
Umwandlung der Zelloberfläche in eine prokoagulante Oberfläche erreicht.  
Dieser Vergleich des Idea- HSA mit den stärksten bekannten Thrombozytenaktivatoren zeigt 
erneut, dass mit dem Idea- HSA ein sehr potenter Thrombozytenagonist identifiziert worden ist, 
der eine weitreichende Aktivierung der Thrombozyten zu induzieren vermag. 
 
V.1.1.4.2 RFYVVMWK- induzierte Bindung von Annexin V an 
Thrombozyten 
Weiterhin wurde vergleichend die Ausbildung einer prokoagulanten Thrombozytenoberfläche 
bei Aktivierung der Thrombozyten mit RFYVVMWK untersucht.  
RFYVVMWK  ist ein C- terminales Peptid des Thrombospondin-1, bestehend aus acht 
Aminosäuren. Bei Bindung an den Thrombozytenrezeptor CD47, der auch als Integrin- 
assoziiertes Protein (IAP) bezeichnet wird, und in Verbindung mit verschiedenen Integrinen, 
z.B. GPIIbIIIa, gefunden wird, induziert RFYVVMWK die Thrombozytenaggregation (Tulasne et 
al, 2001; Trumel et al, 2003). 
Diese Arbeit bestätigt, dass RFYVVMWK induzierte eine signifikante Zunahme der Annexin V- 
Bindung an die Thrombozyten, wenn auch die Beurteilbarkeit der Ergebnisse durch die bei 
Verwendung hoher RFYVVMWK- Konzentrationen aufgetretenen erheblichen interindividuellen 
und versuchs- und Experimentatorbedingten Unterschiede eingeschränkt ist (Abb.IV.1.1.5.3). 
Durch RFYVVMWK konnte keine vollständige Umwandlung der thrombozytären Membran in 
eine prokoagulante Oberfläche erreicht werden. Ebenso wie bei Verwendung von RFYVVMWK 
zur Thrombozytenaktivierung konnte bei Verwendung von Idea- HSA ein signifikanter, aber 
nicht vollständiger Umbau der thrombozytären Membran in eine prokoagulante Oberfläche 
induziert werden. 
 
V.1.1.5 Idea- HSA- induzierte Bindung von endogenem 
Thrombospondin-1 an Thrombozyten 
Das Glykoprotein Thrombospondin- 1 ist ein homotrimeres Adhäsionsmolekül, dessen drei 
Polypeptidketten über Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Es wird von den 
Megakaryozyten gebildet und findet sich in den alpha- Granula der Thrombozyten, aber auch im 
Endothel, in Fibroblasten, in glatten Muskelzellen und in Monozyten/ Makrophagen. Es spielt 
bei zahlreichen Prozessen, die mit Zelladhäsion und – ausbreitung einhergehen, eine Rolle. 
Beispiele für den Einsatz von Thrombospondin- 1 sind das Zellwachstum, die 
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Thrombozytenaggregation, die Reparatur von Gewebedefekten oder auch die 
Tumormetastasierung. Thrombospondin- 1 vermag an zahlreiche Proteine der extrazellulären 
Matrix zu binden, wie z.B. an Fibronektin oder Kollagen, aber auch an Fibrinogen und Heparin. 
Demnach handelt es sich bei Thrombospondin- 1 um ein Adhäsionsmolekül, das der Zell- Zell-, 
ebenso wie der Zell- Matrixverbindung dient (Speziale, Detwiler, 1990).  
Bei Aktivierung der Thrombozyten mit Exozytose der alpha- Granula kommt es zur Freisetzung 
des gespeicherten Thrombospondin-1. Dabei macht das gespeicherte Thrombospondin-1 ca. 
25% der  in den Granula gespeicherten Proteine aus.  
Ein Teil des endogenen, ausgeschütteten Thrombospondin-1 bindet in Abhängigkeit von Ca2(+) 
zurück an die Thrombozyten. Das Thrombospondin- 1 bindet an zahlreiche Strukturen der 
Thrombozytenoberfläche. Zunächst ist der Thrombospondin-1- Rezeptor CD36 zu nennen, es 
zählen aber auch Proteoglykane, Integrine wie GPIIbIIIa und GPIb (Jurk et al, 2003), außerdem 
das Integrin- assoziierte Protein CD47 (Tulasne et al, 2001) dazu.  
Aufgrund dieser Bedeutung der endogenen Rückkopplung des Thrombospondin- 1 für die 
Thrombozytenaggregation wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob die Aktivierung der 
Thrombozyten mit Idea- HSA zur endogenen Rückbindung des Thrombospondin-1 führt. Zuvor 
konnte gezeigt werden, dass Idea- HSA die Ausschüttung der alpha- Granula induziert.  
 
Zunächst wurde der Versuch mit gelfiltrierten Thrombozyten durchgeführt. Es bestätigte sich, 
dass Idea- HSA auch schon in geringen Konzentrationen die dosisabhängige und signifikante 
Zunahme der Rückbindung des endogenen Thrombospondin-1 an die gelfiltierten 
Thrombozyten (Abb.IV.1.1.6.1) induzierte (Patent DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10.2000, 
von Martin F.Brodde und Beate E.Kehrel). Es kam zur vollständigen Degranulation der 
thrombozytären alpha- Granula.  
Vergleicht man die durch Idea- HSA- induzierte Rückbindung des Thrombospondin-1 an die 
gelfiltrierten Trombozyten mit der Sekretion der alpha- Granula, so fällt auf, dass die maximale 
Sekretion der alpha- Granula, in denen das Thrombospondin-1 vorliegt, bei einer Idea- HSA- 
Konzentration von 0,5 µg/ml erreicht wird, während bei höheren Konzentrationen des Idea- HSA 
die Sekretion scheinbar wieder etwas zurückgeht. Das Thrombospondin-1 bindet hingegen erst 
bei Idea- HSA- Konzentrationen von mehr als 1-2 µg/ml vollständig zurück an die 
Thrombozyten. Dies könnte einen Hinweis darauf geben, dass erst höhere Idea- HSA- 
Konzentrationen den CD36 ausreichend aktivieren, so dass er seine Bindungsaffinität wechselt, 
um anstelle von Kollagen Thrombospondin-1 zu binden (Asch et al, 1993).   
Zudem entfalten sowohl Thrombospondin- 1 als auch Idea- HSA ihre Wirkung auf 
Thrombozyten durch Bindung an CD36. Wenn man davon ausgeht, dass es durch Interaktion 
des Idea- HSA mit CD36 zur Thrombozytenaktivierung gekommen ist, als Folge derer 
Thrombospondin-1 aus den alpha- Granula freigesetzt wird, so könnte es sein, dass die durch 
Idea- HSA besetzten CD36 nicht mehr als Thrombospondin-1- Rezeptoren zur Verfügung 
stehen. Es ist nicht bekannt, wie affin die Bindung zwischen CD36 und dem Idea- HSA ist, und 
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ob sich das Idea- HSA nicht wieder vom Rezeptor ablöst. Es könnte durch Kompetition um 
Bindungsstellen zur verminderten Thrombospondin-1- Bindung an CD36 gekommen sein. In 
diesem Fall fiele der unterstützende Effekt des Thrombospondin-1 auf die 
Thrombozytenaggregation geringer aus als bei Aktivierung der Thrombozyten durch einen 
anderen Agonisten vergleichbarer Stärke.  
 
Die Thrombospondin-1- Rückbindung wurde vergleichend außer mit gelfiltrierten Thrombozyten 
auch mit im Plättchen- reichen Plasma vorliegenden Thrombozyten durchgeführt.  
Es bestätigte sich, dass auch im Plättchen- reichen Plasma durch Idea- HSA eine signifikante 
Zunahme der endogenen Thrombospondin-1- Rückbindung an die Thrombozyten induziert 
werden konnte (Patent DE20001051983, Prioritätsdatum 10.10.2000, von Martin F.Brodde und 
Beate E.Kehrel), wenn auch die Zunahme nicht so rasch erfolgte wie bei Verwendung 
gelfiltrierter Thrombozyten (Abb.IV.1.1.6.2). Insgesamt war jedoch im Plasma eine stärkere 
Zunahme der Thrombospondin-1- Rückbindung zu verzeichnen als bei Verwendung der 
gelfiltrierten Thrombozyten, die durch die Gelfiltration von den Bestandteilen des Plasmas 
getrennt wurden.  
Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass bei Durchführung des Versuchs im Plasma 
außer dem endogenen, aus den aktivierten Thrombozyten freigesetzten Thrombospondin-1 
auch noch im Plasma vorliegendes Thrombospondin-1 an die Thrombozyten gebunden hat. 
Wie auch bei anderen Versuchen, die im Plättchen- reichen Plasma durchgeführt wurden, 
waren für die Thrombozytenaktivierung höhere Idea- HSA- Konzentrationen nötig als bei den 
Versuchen mit gelfiltrierten Thrombozyten. Dies könnte damit zusammenhängen, dass im 
Plasma noch zu identifizierende Substanzen vorliegen, an die das Idea- HSA binden könnte, so 
dass es nicht vollständig zur Bindung an die Thrombozyten zur Verfügung stände. Es ist 
denkbar, dass diese Substanzen mit den restlichen Bestandteilen des Plasmas durch 
Gelfiltration entfernt wurden. 
 
V.1.2 Aktivierung von Monozyten mit Idea- HSA 
Das Idea- HSA entsteht im Rahmen von Entzündungsreaktionen, bei denen es zu vielfältigen 
Wechselwirkungen zwischen aktivierten Thrombozyten und Monozyten kommt. Daher sollte 
auch der Einfluss des Idea- HSA auf Blutmonozyten näher untersucht werden.  
Dabei wurde das Makrophagen- Antigen-1, auch Mac- 1 Integrin oder CD11b/ CD18 genannt, 
als Aktivierungsmarker der Monozyten eingesetzt, da es bei Aktivierung der Monozyten durch 
Degranulation vermehrt auf der Oberfläche der Monozyten exprimiert wird.  
Eine wichtige Funktion des Mac-1- Integrins besteht in der Bindung an Thrombozyten. 
Nachdem der erste lockere Kontakt zwischen Thrombozyten und Monozyten, durch CD62P und 
PSGL-1 vermittelt, stattgefunden hat, wird duch intrazelluläre Signaltransduktion das Mac-1- 
Integrin aktiviert, das aktivierungsabhängig seine Konformation ändert. Es folgt die 
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Aggregatbildung zwischen Thrombozyten und Monozyten, bei der das Mac-1- Integrin der 
festen Verbindung zwischen Thrombozyten und Monozyten dient. Dazu kann es mit Fibrinogen, 
das an GPIIbIIIa auf der Oberfläche aktivierter Thrombozyten gebunden ist, ebenso interagieren 
wie mit dem JAM-C (Junctional Adhesion Molecule- C) oder dem ICAM-2 (Intercellular 
Adhesion Molecule-2) oder direkt mit dem thrombozytären GPIba. Zudem kann über den 
monozytären Mac-1 durch gelöstes Fibrinogen die Interaktion von Thrombozyten mit 
Monozyten vermittelt werden (Zarbock et al, 2006) 
Als Folge dieser festen Bindung werden in den Monozyten intrazelluläre Signalwege aktiviert 
(May et al, 2007).  
Diese Interaktionen zwischen Thrombozyten und Monozyten sind als wichtiger 
Berührungspunkt zwischen Blutgerinnung und Entzündungsreaktionen z.B. im Rahmen der 
Atherosklerose und ihrer Komplikationen von eminenter Bedeutung (van Gils et al, 2009). 
  
Zunächst wurde die durch Idea- HSA induzierte Mac- 1- Expression auf Monozyten im 
peripheren Vollblut betrachtet.  
Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuchen zur Mac- 1- Expression auf 
Monozyten konnte durch die eingesetzten Konzentrationen des Idea- HSA keine  Veränderung 
der Mac- 1- Expression auf den Monozyten erzielt werden (Abb.IV.1.2.1).  
Es könnte daraus geschlossen werden, dass die gleich bleibende Anbindung von Antikörpern 
gegen Mac-1 auf der Monozytenoberfläche auf konstitutiv exprimierte Mac-1- Rezeptoren 
hinweist und keine Zunahme der Molekülzahl stattfand.  
Vedder et al (1987) berichten, dass Mac-1 sowohl konstitutiv exprimiert wird, als auch in den 
Granula der Leukozyten vorliegt. Dies unterstützt das Ergebnis des vorliegenden Versuchs. 
Daraufhin wurde die durch Idea- HSA induzierte Fibrinogenbindung an Monozyten untersucht. 
Es zeigte sich, dass die durch Idea- HSA induzierte Bindung löslichen Fibrinogens an die 
Monozyten im peripheren Vollblut dosisabhängig und signifikant zunahm. Bei der Aktivierung 
der Monozyten durch Idea- HSA konnte ein Maximum der Bindung des gelösten Fibrinogens 
erreicht werden. Somit führt IDEA- HSA zu einer Aktivierung des Mac- 1- Rezeptors. 
May et al (2007) erwähnen, dass es erst durch die Zelladhäsion zwischen Thrombozyten und 
Monozyten, die durch CD62P und PSGL-1 vermittelt wird, zur Monozytenaktivierung mit 
Zunahme der Mac-1 Expression auf der Zelloberfläche kommt. Es wurden im Rahmen dieser 
Arbeit jedoch nur einzelne Monozyten betrachtet, keine Assoziate zwischen Monozyten und 
Thrombozyten.  
Barnard et al (2005) berichten, dass zwar für die Bindung von Fibrinogen an Mac-1 die Bindung 
der Monozyten an Thrombozyten notwendig sei, dass aber die Expression des Mac-1- Integrins 
an sich unabhängig sei von der Interaktion mit Thrombozyten.  
Es wäre demnach interessant, in Zukunft durch weitere Experimente zu untersuchen, ob durch 
Idea- HSA die Assoziatbildung zwischen Monozyten und Thrombozyten induziert werden kann; 
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weiterhin könnte dann näher untersucht werden, ob diese Assoziatbildung mit einer erhöhten 
Mac-1- Expression auf der Monozytenoberfläche einhergeht.  
Bei dem unter IV.1.2.1 besprochenen Versuch zur Induktion der Mac-1 Expression auf 
Monozyten durch Idea- HSA blieb die Steigerung der Mac- 1- Expression auf der 
Monozytenoberfläche als Zeichen erfolgter Degranulation aus, während eine konstante 
Grundexpression des Integrins auf der Zelloberfläche zu verzeichnen war. Bei der anschließend 
durchgeführten Untersuchung der Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte 
Monozyten ließ sich eine konzentrationsabhängige Steigerung der Fibrinogen- Bindung 
feststellen. Da aktivierte Monozyten Fibrinogen mit hoher Affinität über den induzierbaren Mac-
1- Rezeptor (CD11b/ CD18) binden, jedoch bei Aktivierung der im Vollblut suspendierten 
Monozyten mit Idea- HSA keine Steigerung der Oberflächenexpression des Mac- 1 erzielt 
werden konnte, so kann zusammenfassend geschlossen werden, dass die beobachtete 
Steigerung der Fibrinogen- Bindung an die im Vollblut suspendierten Monozyten wahrscheinlich 
durch Aktivierung der konstitutiv auf der Monozytenoberfläche präsentierten Mac-1 Integrine 
zustande gekommen ist.   
 
Es hat sich gezeigt, dass mit dem Idea- HSA ein starker, physiologischer Plättchenagonist 
identifiziert worden ist, der in gelfiltrierten Thrombozyten und Thrombozyten im Plasma und im 
Vollblut tiefgreifende aktivitätsabhängige Wirkungen entfaltet (Patent DE20001051983, 
Prioritätsdatum 10.10.2000, von Martin F.Brodde und Beate E.Kehrel).  
Im Vollblut konnten jedoch nur begrenzt Effekte auf Monozyten nachgewiesen werden. Zur 
näheren Analyse der Effekte des Idea- HSA auf Monozyten sind Versuche mit gereinigten 
Monozyten notwendig. Nur so kann der beobachtete Effekt sicher auf die Wirkung des Idea- 
















V.2 Inhibition der Blutzellaktivierung durch Idea- HSA 
Für den Verlauf zahlreicher Erkrankungen, die mit einer chronischen systemischen 
Entzündungsreaktion einhergehen, spielen thrombotische Komplikationen durch gesteigerte 
Thrombozytenreagibilität eine große Rolle. Daher ist der Einsatz antikoagulativ wirksamer 
Substanzen im klinischen Alltag von großer Bedeutung. Diese Substanzen interagieren auf sehr 
unterschiedliche Weise mit verschiedenen Aspekten der Blutgerinnung, bringen jedoch auch 
zahlreiche Nebenwirkungen mit sich. Die am meisten gefürchtete Nebenwirkung der 
Antikoagulation ist sicherlich die erhöhte Blutungsgefahr. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
verschiedene in Lebensmitteln und Pflanzen vorkommende Substanzen, deren antioxidative 
Effekte und ihre IDEA- HSA hemmende Funktion ( M. Brodde und B. Kehrel, unveröffentlicht) 
bekannt sind, auf ihre Fähigkeit hin untersucht, die durch Idea- HSA hervorgerufene Aktivierung 
der Thrombozyten und Monozyten zu hemmen. Der Konsum der diese Stoffe enthaltenden 
Lebensmittel beispielsweise könnte eine schonende, nebenwirkungsarme Möglichkeit der 
Antikoagulation darstellen, mit der herkömmliche Therapieregime nicht ersetzt, jedoch 
unterstützt werden könnten und die präventiv von Bedeutung sein könnten. 
Bevor auf die einzelnen verwendeten Substanzen näher eingegangen wird, stelle ich zunächst 
das Lösungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) vor, das zur Lösung mehrerer apolarer 
Inhibitorsubstanzen verwendet wurde. DMSO wird außer als apolares Lösungsmittel auch in der 
Transfusionsmedizin eingesetzt, um Thrombozytenkonzentrate einzufrieren. Dabei wirkt das 
DMSO kryoprotektiv: die unter dem Einfluss von DMSO eingefrorenen Thrombozyten sind nach 
dem Auftauen funktionsfähiger als Thrombozyten, die ohne DMSO eingefroren worden sind 
(Fratantoni, Poindexter, 1983). Jedoch berichten Fratantoni et al (1983), dass das DMSO die 
durch Thrombin und Kollagen induzierte Thrombozytenaggregation, Degranulation und 
Prostaglandin- Synthese reversibel hemmt. Cetin et al (2001) berichten ebenfalls, dass 
Thrombozyten, die mit DMSO gelagert wurden, weniger aktiviert sind und weniger CD62P 
exprimieren als Thrombozyten, die ohne DMSO gelagert worden sind. In der vorliegenden 
Arbeit wurden die Thrombozyten jedoch nicht in einer Suspension mit DMSO gelagert, sondern 
unmittelbar für die Versuche gebraucht. Bei den Versuchen für die vorliegende Arbeit wurde 
das DMSO in einer Konzentration von ca. 0,5% eingesetzt. Fratantoni et al (1983) berichten von 
einem hemmenden Einfluss des DMSO auf die Thrombozytenaktivität bereits ab DMSO- 
Konzentrationen von 0,1 %. Es war daher zu befürchten, dass es durch die eingesetzten 
DMSO- Konzentrationen zur Hemmung der Thrombozytenaktivierung durch DMSO gekommen 
sein könnte.  
Ein anderer Verwendungszweck ist der Einsatz des DMSO zur Synthese von Peptiden, in die 
Disulfidbrücken zwischen Cystein- Resten eingebracht werden sollen (Koide et al, 1993; 
Tamamura et al, 1995). Dies zeigt, dass das DMSO in Verbindung mit weiteren Substanzen an 
Redoxreaktionen beteiligt ist, wie sie auch bei Aktivierung der Thrombozyten durch Radikale 
stattfinden und für die Aktivierung von Integrinen wie z. B. dem GPIIbIIIa eine Rolle spielen. Die 
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zur festen Fibrinogen- Bindung notwendige  Konformationsänderung des GPIIbIIIa 
beispielsweise findet mit Hilfe eines Disulfidaustausches statt (Lahav et al, 2003). Es konnte 
daher vermutet werden, dass das DMSO mit der Konformationsänderung dieses und auch 
anderer Integrine interferieren und somit die Fibrinogenbindung an Thrombozyten stören 
könnte. 
Zur Differenzierung der beobachteten Effekte und eindeutigen Zuordnung der Ergebnisse zu 
der jeweils eingesetzten Substanz habe ich jeder in DMSO gelösten Substanz Kontrollen mit 
DMSO gegenüber gestellt. Es zeigte sich jedoch in keiner der Kontrollen ein Einfluss des 
DMSO auf die Thrombozytenaktivität. Die zuvor beschriebenen möglichen Effekte des DMSO 
auf die Thrombozytenaktivität haben sich in den eingesetzten geringen Konzentrationen somit 
nicht bestätigt. Daher ist ausgeschlossen, dass die beobachteten Effekte auf das DMSO 
zurückzuführen sind; vielmehr ist sichergestellt, dass die Effekte tatsächlich den eingesetzten, 
zu untersuchenden Substanzen zuzuschreiben sind (Siehe auch: Ergebnisse: VI.2.1.1.1.1; 
VI.2.1.1.2; VI.2.1.1.3; IVI.2.2.1; VI.2.3.1; VI.2.4.1; VI.2.7.1).  
 
V.2.1 Parthenolid  
Das Parthenolid ist ein pflanzliches Sesquiterpenlacton, das schon seit langem in der Medizin 
der Einwohner Mexikos seiner antiinflammatorische Effekte wegen zur Behandlung von 
Entzündungen, Fieber, Migräne, Asthma und Arthritis verwendet wird (Herrera et al, 2005; 
López- Franco et al, 2006).  
Über seine Carbonylstruktur kann das Parthenolid in Form einer Michael- Addition mit 
Nucleophilen Gruppen, insbesondere mit Cystein- SH- Gruppen, reagieren (Garcia- Pineres et 
al, 2004). Durch Alkylierung der SH- Gruppen,  z.B. der Protein- Cysteinreste, werden diese 
SH- Gruppen neutralisiert. Zudem wurde beobachtet, dass es im Plättchen- reichen Plasma und 
bei Verwendung gereinigter Thrombozyten die Thrombozytenaktivierung hemmt (Heptinstall et 
al, 1985, 1987 und 1990). 
Es konnte gezeigt werden, dass Parthenolid in verschiedenen Zellen, unter anderem auf 
Thrombozyten die Anzahl der freien SH- Gruppen und die intrazelluläre Glutathion- 
Konzentration vermindert (Heptinstall et al, 1987). Die Untersuchungen, die Heptinstall et al 
(1987; Wen et al, 2002; Zhang et al, 2004) und auch Groenewegen und Heptinstall (1990) zum 
Einfluss des Parthenolid auf die Thrombozytenaktivität durchgeführt haben, sind im PRP und 
mit gewaschenen Thrombozyten durchgeführt worden, nicht im Vollblut. Es sind keine 
Unterschungen zur Wirkung des Parthenolid im Vollblut bekannt.    
Die Protein- gebundenen SH- Gruppen und das reduzierte Glutathion (GSH) dienen als 
intrazelluläre Antioxidantien. Sie neutralisieren elektrophile Gruppen durch Konjugation oder 
Oxidation. Der wichtigste intrazellulär antioxidativ wirksame Faktor ist das GSH. Außerdem 
liegen in Thrombozyten niedermolekulare Thiole vor, die zu der Aufrechterhaltung des 
zellulären Redox- Potentials beitragen.  
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Dieses Redoxpotential spielt für die Funktion der Thrombozyten eine große Rolle, da zahlreiche 
Prozesse der Thrombozytenaggregation und der Koagulation durch oxidativen Stress 
beeinflusst werden. Giustarini et al (2000) zeigten, dass bei oxidativem Stress in Thrombozyten 
zelleigene Proteine vor der Oxidation geschützt werden, indem GSH zu GSSG oxidiert wird. So 
wird das Verhältniss von GSH/ GSSG vermindert. Durch Verringerung der intrazellulären GSH- 
Konzentration durch Parthenolid verringert sich die zelluläre antioxidative Kapazität. So können 
zentrale Protein- SH- Gruppen der Thrombozyten unter der Einwirkung von oxidativem Stress 
zu Disulfidbrücken oxidiert und somit inaktiviert werden. Auch im Blut findet sich GSH und 
niedermolekulare Thiole (Essex, Li, 2003).   
Das Parthenolid verhindert außerdem in Thrombozyten durch Hemmung zellulärer 
Phospholipasen die Aufnahme und Freisetzung von Arachidonsäure aus den Phospholipiden 
der Zellmembran, die für die TXA2- Synthese notwendig ist (Loesche et al, 1988; Makheja et al, 
1982) und hemmt die Ausbreitung der Thrombozyten und die Thrombusformation bei Exposition 
von Kollagen (Loesche et al, 1988). Insgesamt wird der Arachidonsäuremetabolismus der 
Thrombozyten unter dem Einfluss von Parthenolid dahingehend verändert, dass mehr 
Metabolite des Lipoxygenasewegs gebildet werden (Heptinstall et al, 1987).  
 
V.2.1.1  Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea-HSA induzierte 
Thrombozytenaktivierung 
In dieser Arbeit wurde zunächst der Einfluss des pflanzlichen Sesquiterpenlactons Parthenolid 
auf die Thrombozytenaktivierung durch Idea- HSA untersucht.  
Der erste in diesem Zusammenhang untersuchte Parameter war die aktivierungsabhängige 
Bindung von löslichem Fibrinogen an durch Idea- HSA aktivierte Thrombozyten. 
Wie unter V.1.1.1.1 bereits diskutiert, induziert das Idea- HSA die hochsignfikante und 
konzentrationabhängige Zunahme der Bindung gelösten Fibrinogens an gefiltrierte 
Thrombozyten (Abb.IV.1.1.1.1).  
Es konnte gezeigt werden, dass Parthenolid auch schon in geringen Konzentrationen die 
Fibrinogen- Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten signifikant und konzentrationsabhängig 
hemmt (Abb.IV.2.1.1.1.1.1 und Abb.IV.2.1.1.1.1.3). Das DMSO, in dem das Parthenolid gelöst 
worden war, zeigte nachweislich keinen Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung 
(Ab.IV.2.1.1.1.1.2). Somit ist der beobachtete hemmende Effekt auf die Thrombozytenaktivität 
eindeutig der Wirkung des Parthenolid zuzuschreiben. 
Lahav et al (2003) zeigten, dass die bei Aktivierung des GPIIbIIIa stattfindende 
Konformationsänderung mit Spaltung von Disulfidbrücken einhergeht, so dass 
aktivierungsabhängig freie Thiolgruppen auf der Thrombozytenoberfläche entstehen. Das 
GPIIbIIIa besitzt eine intrinsische PDI- Aktivität, mit Hilfe derer der Disulfidaustausch stattfinden 
kann. Diese PDI ist redoxsensibel. Außer den Thiolgruppen des GPIIbIIIa selbst sind 
Thiolgruppen beteiligt, die sich an den dem Integrin benachbarten Strukturen befinden. In 
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Abhängigkeit von ihren Redoxstatus schaffen sie auf der Zelloberfläche ein Redoxpotential, das 
die Aktivität des GPIIbIIIa zusätzlich beeinflusst (Essex, Li, 2003). Diese Ausführungen 
verdeutlichen die Abhängigkeit der Thrombozytenaktivität von ihrem Redoxpotential.  
Unter dem Einfluss von Substanzen, die mit Thiolgruppen interagieren, wie dem PTNB, wird 
dieser Disulfidaustausch gehemmt. Dies hemmt die feste Fibrinogen- Bindung an GPIIbIIIa, für 
die die aktivierungsabhängige Konformationsänderung des GPIIbIIIa erforderlich wäre, so dass 
es nicht zur Aggregation kommen kann.   
Aledort et al (1968) zeigten, dass das nicht membrangängige PCMBS, eine Substanz, die mit 
SH- Gruppen interagiert, die Thrombozytenaggregation verhindern konnte. Essex und Li (1998) 
zeigten, dass Bacitracin sowohl die Aggregation als auch die Sekretion der thrombozytären 
Granula zu hemmen vermochte. Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass die 
Degranulation der Thrombozyten ebenfalls durch die Aktivität der PDI reguliert wird.  
Nicht nur die Aktivität des GPIIbIIIa, sondern auch die Aktivität anderer Integrine wie GP1balpha 
wird durch Disulfidaustausch reguliert (Burgess et al, 1999; O’ Neill et al, 2000). Rasmussen et 
al (1998) zeigten, dass auch im CD36 extrazelluläre Disulfidbrücken vorliegen, während 
intrazellulär vorkommende Cysteinreste mit Palmitylsäure verbunden sind.  
Wie bereits erwähnt, konnte gezeigt werden, dass Parthenolid auf Thrombozyten die Anzahl der 
freien SH- Gruppen und die intrazelluläre Glutathion- Konzentration vermindert (Heptinstall et 
al, 1987). Es ist denkbar, dass das Parthenolid durch Interaktion mit den Thiolen auf der 
Thrombozytenoberfläche, mit der PDI oder mit Integrinen den für die Konformationsänderung 
erforderlichen Disulfidaustausch hemmt. Diese Liganden- induzierte Konformationsänderung 
des GPIIbIIIa ist für die feste Bindung von Fibrinogen nötig. Folglich wäre keine feste Bindung 
des Fibrinogens an die Thrombozyten möglich, die die Vorraussetzung für den Nachweis der 
Fibrinogen- Bindung darstellt. So könnte das Parthenolid die Thrombozytenaggregation und die 
Sekretion hemmen. 
Es ist jedoch bekannt, dass erst eine Blockade von 80% der GPIIbIIIa zur 
Aggregationshemmung führt.  
Ein anderer möglicher Mechanismus der Hemmung der Thrombozytenaktivität durch 
Parthenolid ist die Interaktion des Parthenolid mit dem Arachidonsäure- Haushalt der 
Thrombozyten. Lösche et al (1988) und Makheja et al (1982) weisen darauf hin, dass durch 
Fewerfew- Extrakte, an denen das Parthenolid großen Anteil hat, die aktivierungsabhängige 
Aufnahme und Freisetzung der Arachidonsäure gehemmt wird. So kommt es zu verminderter 
TXA2- Synthese. Das TXA2 spielt jedoch für die Thrombozytenaktivierung eine bedeutsame 
Rolle, da es an den TXA2- Rezeptor rückbindet und so den Fibrinogen- Rezeptor GPIIbIIIa 
aktiviert. 
Die Interaktion des Parthenolid mit dem Arachidonsäure- Haushalt könnte daher durch 




Vergleichend wurde die Einfluss der Plasmabestandteile auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Fibrinogen- Bindung und die Hemmbarkeit der Fibrinogen- Bindung durch Parthenolid 
untersucht. Dazu wurde der Versuch mit Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma 
wiederholt. Es konnte zuvor gezeigt werden, dass das Idea- HSA eine signifikante Zunahme der 
Fibrinogenbindung an Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma zu induzieren vermochte 
(Abb.IV.1.1.1.2). Dabei waren jedoch, wie auch bei anderen im Plasma durchgeführten 
Versuchen, die zur Aktivierung der Thrombozyten notwendigen Idea- HSA- Konzentrationen 
höher als bei Verwendung gelfiltrierter Thrombozyten.  
Das Parthenolid bewirkte eine signifikante und fast vollständige Hemmung der Bindung des 
gelösten Fibrinogens an die Thrombozyten (Abb.IV.2.1.1.1.2.1 und Abb.IV.2.1.1.1.2.2). Daraus 
kann geschlossen werden, dass im Plasma keine Substanz vorlag, die nachweislich mit dem 
Parthenolid interagiert hätte und eine Hemmung des Effekts des Parthenolids auf die 
Thrombozytenaktivierung verursacht hätte. Dies entspricht der Beobachtung Heptinstalls et al 
(1985, 1987 und 1990).  
 
In der Folge wurde der entsprechende Versuch in Fragmin- antikoaguliertem Vollblut 
durchgeführt. Wie auch schon im PRP, wurden die Thrombozyten durch insgesamt höhere 
Idea- HSA- Konzentrationen dosisabhängig aktiviert, so dass Fibrinogen binden konnte 
(Abb.IV.1.1.1.3).  
Es wurde jedoch mit den eingesetzten Parthenolid- Konzentrationen keine Hemmung der 
Fibrinogen- Bindung erzielt (Abb.IV.2.1.1.1.3.1 und Abb.IV.2.1.1.1.3.2). Die Tatsache, dass die 
zuvor mit gelfiltrierten Thrombozyten und Thrombozyten im Plasma beobachtete Hemmung der 
Fibrinogen- Bindung durch Parthenolid im Vollblut nicht in gleicher Weise wiederholbar war, 
lässt vermuten, dass das Parthenolid außer an Thrombozyten noch an andere Strukturen im 
Vollblut bindet. Es muss sich hierbei um eine Interaktion handeln, die von der 
Zusammensetzung des Plasmas unabhängig ist, da bei der Durchführung des Versuchs im 
Plasma die Fibrinogen-Bindung an die Thrombozyten durch Parthenolid gehemmt werden 
konnte. So könnte Parthenolid an andere Blutzellen, z.B. an die Erythrozyten, binden, so dass 
es seinen hemmenden Effekt auf die Thrombozyten nicht durchsetzen konnte. Es muss 
bedacht werden, dass im Vollblut die Erythrozyten 95% der Blutzellen ausmachen. Somit 
stehen ca. 5x 10*6 Erythrozyten/ µl lediglich 300x 10*3 Thrombozyten/ µl gegenüber (Deetjen, 
Speckmann: Physiologie. Urban & Fischer- Verlag, 3. Auflage, 1999). Es ist daher denkbar, 
dass das Parthenolid im Vollblut durch Bindung an Erythrozyten abgefangen wurde und somit 
nicht in ausreichendem Maße auf die Thrombozytenaktivität einwirken konnte. Die von 
Heptinstall et al (1987) und von Groenewegen und Heptinstall (1990) beschriebene hemmende 
Wirkung des Parthenolid wurde damals nur unter Verwendung von Plättchen- reichem Plasma 
und gereinigten Thrombozyten nachgewiesen.  
145 
 
Einen weiteren wichtigen Schritt im Rahmen der Thrombozytenaktivierung stellt die Sekretion 
der thrombozytären Granula dar. Daher wurde zunächst der Einfluss des Parthenolid auf die 
durch Idea- HSA induzierte Sekretion der alpha- Granula untersucht. 
Bei der Aktivierung der gelfiltrierten Thrombozyten mit Idea- HSA wurde zunächst eine 
signifikante und konzentrationsabhängige Zunahme der Bindung des Anti CD62P- Antikörpers 
als Hinweis auf die dosisabhängig induzierte Degranulation der alpha - Granula der 
Thrombozyten mit darauf folgender Präsentation von CD62 P auf der Thrombozytenoberfläche 
beobachtet (Abb.IV.1.1.2). Bei Zugabe höherer Konzentrationen von Idea- HSA nahm die 
Präsentation des CD62 P auf der Oberfläche der Thrombozyten wieder ab. Diese Beobachtung 
könnte jedoch auch auf experimentelle Fehler zurück zuführen sein. 
Die Bindung des Anti CD62P- Antikörpers als Hinweis auf die Degranulation und folglich auch 
die Präsentation des CD62 P auf der Thrombozytenoberfläche ließ sich signfikant und 
dosisabhängig von Parthenolid hemmen (Abb.IV.2.1.1.2.1 und Abb.IV.2.1.1.2.3). Dabei blieb 
das zur Lösung des Parthenolid eingesetzte DMSO nachweislich ohne Effekt auf die 
Thrombozytenaktivität und die Degranulation der alpha- Granula (Abb.IV.2.1.1.2.2).  
Bei Einsatz geringer Parthenolid- Konzentrationen wurde die insgesamt erniedrigte maximale 
Sekretion der alpha- Granula bei einer Idea- HSA- Konzentration von 0,5 µg/ml erreicht. Bei 
Einsatz höherer Parthenolid- Konzentrationen (ab 2 µg/ml) wird die- insgesamt erniedrigte-  
maximale Sekretion der alpha- Granua hingegen erst bei einer Idea- HSA- Konzentration von 1 
µg/ml erreicht. Dies könnte darauf hindeuten, dass das Parthenolid folglich nicht nur eine 
verminderte Degranulation der alpha- Granula bewirkt, sondern es bewirkt darüber hinaus in 
hohen Konzentrationen auch ein verzögertes Erreichen der vollständigen Degranulation.  
Durch die höchste hier eingesetzte Parthenolid- Konzentration von 5 µg/ml wurde keine 
vollständige Hemmung der Degranulation der alpha - Granula und der Präsentation von CD62 
P auf der Thrombozytenoberfläche erreicht. Zum anderen wurde jedoch auch unter dem 
Einfluss höherer Parthenolid- Konzentrationen (ab 2 µg/ml) das Maximum der insgesamt 
niedrigeren CD62 P- Expression auf der thrombozytären Oberfläche später, nämlich erst bei 
einer Idea- HSA- Konzentration von 1 µg/ml, erreicht.  
 
Weiterhin wurde der Einfluss des Parthenolid auf die Sekretion der elektronendichten Granula, 
die durch Idea- HSA induziert worden war, untersucht. Bei der Aktivierung der gelfiltrierten 
Thrombozyten mit Idea- HSA wurde eine signifikante und konzentrationsabhängige 
Degranulation der elektronendichten Granula der Thrombozyten mit darauf folgender 
Präsentation von CD63 auf der Thrombozytenoberfläche beobachtet. Bei einer Idea- HSA- 
Konzentration von 0,5 µg/ml wurde bereits die vollständige Degranulation erreicht.  
Anders als bei der Degranulation der alpha- Granula, nahm die Degranulation der 




Durch das Parthenolid kam es zu einer signifikaten Hemmung der Degranulation der 
elektronendichten Granula (Abb.IV.2.1.1.3.1 und Abb.IV.2.1.1.3.3). Dabei blieb das zur Lösung 
des Parthenolid eingesetzte DMSO nachweislich ohne Effekt auf die Thrombozytenaktivität und 
die Degranulation der  elektronendichten Granula (Abb.IV.2.1.1.3.2).  
Bei einer Parthenolid- Konzentration von 5 µg/ml wurde beinahe eine vollständige Hemmung 
der Präsentation von CD63 erreicht. Ähnlich wie bereits in Bezug auf die alpha- Granula 
diskutiert, findet sich auch in Bezug auf die Degranulation der elektronendichten Granula, dass 
bei Einsatz höherer Parthenolid- Konzentrationen das Maximum der Degranulation nicht nur 
insgesamt geringer ist, sondern zudem später, nämlich nicht schon bei einer Idea- HSA- 
Konzentration von 0,5 µg/ml, sondern erst bei einer Idea- HSA- Konzentration von 1 µg/ml, 
erreicht wird. Dies könnte als Hinweis darauf verstanden werden, dass sich die hemmenden 
Mechanismen entsprechen. 
Lahav et al (Lahav et al, 2002) zeigten, dass die Granulasekretion unabhängig von der Aktivität, 
also auch unabhängig von der Hemmung, des GPIIbIIIa stattfindet. Die Hemmbarkeit der 
Degranulation, die sich im Bezug auf die Sekretion der elektronendichten Granula noch stärker 
ausgeprägt zeigt als im Bezug auf die Sekretion der alpha- Granula, lässt demnach vermuten, 
dass der Einfluss des Parthenolid sich nicht nur auf eine Interaktion mit GPIIbIIIa zur Hemmung 
der Fibrinogen- Bindung beschränkt, sondern dass noch weitere Signalwege gehemmt werden. 
Essex und Li (1998) zeigten, das die Degranulation, ebenso wie die aktivierungsabhängige 
Konformationsänderung des GPIIbIIIa, PDI- vermittelt stattfindet. Durch Interaktion des 
Parthenolid mit SH- Gruppen und somit Hemmung des PDI- vermittelten Disulfidaustauschs 
wäre demnach auch eine Hemmung der Degranulation möglich. 
 
V.2.1.1.1 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Bildung von thrombozytären Mikropartikeln und Ausbildung des 
prokoagulanten Zustandes von Thrombozyten 
Wie unter V.1.1.4 bereits diskutiert, ist mit dem Idea- HSA ein starker physiologischer 
Thrombozytenagonist gefunden worden, der in Abwesenheit von anderen 
Thrombozytenagonisten im Stande ist, die Bildung von thrombozytären Mikropartikeln 
signifikant und dosisabhängig zu steigern (Abb.IV.1.1.4). Ebenso kann durch Idea- HSA eine 
signifikante und dosisabhängige Zunahme des Umbaus der thrombozytären Membran in eine 
prokoagulante Oberfläche induziert werden (Abb.IV.1.1.5.1).  
Es zeigt sich jedoch, dass das Parthenolid ein starker Thrombozyteninhibitor ist, der die Bildung 
thrombozytärer Mikropartikel dosisabhängig und signifikant zu hemmen vermag. Es kam mit 
den hier eingesezten Parthenolidkonzentrationen zu einer fast vollständigen Hemmung der 
Mikropartikelbildung (Abb.IV.2.1.1.4.1 und Abb.IV.2.1.1.4.2).  
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Ebenso lässt sich bei Betrachtung der Umwandlung der Thrombozytenmembran in eine 
prokoagulante Zelloberfläche unter dem Einflusses des Parthenolids eine dosisabhängige und 
signifikante Hemmung des durch Idea- HSA induzierten Membranumbaus feststellen 
(Abb.IV.2.1.1.5.1.1 und Abb.IV.2.1.1.5.1.2). 
Holme et al beschreiben, dass es im Rahmen der Mikropartikelbildung zu Umbauprozessen der 
Thrombozytenmembran kommt, die zur Exposition negativ geladener Phospholipide, wie das 
Phosphatidylserin, auf der Thrombozytenoberfläche führen. Dies bedeutet, dass die 
Mikropartikelbildung mit der Umwandlung der Thrombozytenmembran in eine prokoagulante 
Oberfläche einhergeht (Holme et al, 1995 und 1997).  
Da die Prozesse, die zur Bildung von Mikropartikeln und zur Ausbildung einer prokoagulanten 
Oberfläche führen, eng miteinander gekoppelt sind, überrascht das zuvor besprochene 
Ergebnis nicht: Parthenolid bewirkte sowohl eine fast vollständige und signifikante Hemmung 
der durch Idea- HSA induzierten Mikropartikelbildung als auch die Umwandlung der 
thrombozytären Membran in ene prokoagulante Oberfläche.   
 
Um die Thombozytenaktivierung mit Idea- HSA und die Hemmbarkeit der Annexin V- Bindung 
durch Parthenolid besser charakterisieren zu können, wurde der Versuch mit Thrombin und 
Thrombin plus 2 µg/ml Kollagen wiederholt. Thrombin ist der stärkste bekannte 
Thrombozytenagonist.  
Es konnte gezeigt werden, dass durch Thrombin eine signifikante und dosisabhängige 
Steigerung der Annexin V- Bindung als Hinweis auf die erfolgten Membranumbauprozesse 
induziert wurde (Abb.IV.1.1.5.2.1). Es kam jedoch nicht zur vollständigen Aktivierung der 
Thrombozyten mit Ausbildung der prokoagulanten Membranoberfläche.  
Parthenolid vermochte die durch Thrombin induzierte Ausbildung der prokoagulanten 
Oberfläche in den hier eingesetzten Konzentrationen dosisabhängig und signifikant zu hemmen 
(Abb.IV.2.1.1.5.2.1 und Abb.IV2.1.1.5.2.2).  
Nur durch um ein vielfaches stärkere Thrombozytenaktivierung mit der Kombination aus 
Thrombin und Kollagen war es möglich, die vollständige Ausbildung der prokoagulanten 
Oberfläche zu erreichen (Abb.IV.1.1.5.2.2 und Abb.IV.1.1.5.2.3).  
Auch bei Thrombozytenaktivierung mit Thrombin plus Kollagen vermochte es das  Parthenolid 
in den hier eingesetzten Konzentrationen, die Annexin V- Bindung signifikant zu hemmen 









Zuletzt wurde vergleichend der Einfluss von Parthenolid auf die durch RFYVVMWK induzierte 
Annexin- Bindung untersucht.  
RFYVVMWK, ein C- terminales Peptid des Thrombospondin-1, induziert bei Bindung an den 
Thrombozytenrezeptor CD47 die Thrombozytenaggregation (Tulasne et al, 2001; Trumel et al, 
2003). 
Wie unter V.1.1.4.2. bereits diskutiert, induzierte RFYVVMWK die signifikante und 
dosisabhängige Zunahme der Annexin V- Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten 
(Abb.IV.1.1.5.3). Es kam jedoch nicht zur vollständigen Umwandlung der 
Thrombozytenmembran in eine prokoagulante Oberfläche.  
Auch bei Aktivierung der Thrombozyten mit RFYVVMWK konnte kein signifikanter Einfluss des 
Parthenolid auf die Ausbildung der prokoagulanten Oberfläche beobachtet werden 
(Abb.IV.2.1.1.5.3.1 und Abb.IV.2.1.1.5.3.2). Es ist jedoch zu beachten, dass es bei Einsatz 
höherer RFYVVMWK- Konzentrationen zu erheblichen Variationen der Messergebnisse kam, 
die auf erheblich Unterschiede im Ansprechen der Thrombozyten der verschiedenen 
Probanden auf das RFYVVMWK oder aber auf Unregelmäßigkeiten in der 
Versuchsdurchführung hinweisen könnten.  
 
Diese vergleichenden Untersuchungen zum Einfluss des Partenolid auf die durch verschiedene 
Plättchenagonisten induzierte Thrombozytenaktivierung mit Ausbildung einer prokoagulanten 
Oberfläche wurden durchgeführt, um die unter IV.2.1.1.5.1 diskutierte Beobachtung näher zu 
charakterisieren: so war es unter dem Einfluss von Parthenolid sowohl zu einer fast 
vollständigen, signifikanten Hemmung der durch Idea- HSA induzierten Mikropartikelbildung aus 
Thrombozyten, als auch zu einer signifikanten Hemmung der Ausbildung einer prokoagulanten 
thrombozytären Oberfläche gekommen. Dieses Ergebnis unterstützt die Beobachtung früherer 
Studien, die ergeben haben, dass die Membranumbauvorgänge, die zur Mikropartikelbildung 
führen sollen, weitgehend mit denen übereinstimmen, die auch zur Ausbildung der 
prokoagulanten Oberfläche führen (Holme et al, 1995 und 1997). Es war dementsprechend zu 
erwarten, dass der Effekt des Parthenolid auf diese eng miteinander gekoppelten Vorgänge 
ähnlich sei.  
Um den Einfluss des Parthenolids auf die Umwandlung der thrombozytären Membran in eine 
prokoagulante Oberfläche besser einschätzen zu können, wurden vergleichende Versuche mit 
anderen Thrombozytenagonisten durchgeführt.  
Es handelt sich bei diesen Thrombozytenagonisten um sehr unterschiedliche Substanzen, die 
auf sehr unterschiedliche Weise und auch sehr unterschiedlich stark die Thrombozyten 
aktivieren. Unabhängig von der Wahl der Thrombozytenagonisten kam es jedoch unter dem 
Einfluss von Parthenolid bei jedem der Versuche zu einer signifikanten Hemmung der Annexin 
V- Bindung, die auf eine Hemmung der Ausbildung der prokoagulanten Oberfläche hinweist 
(Abb.IV.2.1.1.5.1.1, Abb.IV.2.1.1.5.2.1, Abb.IV.2.1.1.5.2.3). Betrachtet man hingegen die durch 
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RFYVVMWK induzierte Annexin V- Bindung, so ist keinerlei Einfluss des Parthenolids auf die 
Ausbildung der prokoagulanten Oberfläche festzustellen (Abb.IV.2.1.1.5.3.1). 
Diese Ergebnisse könnten darauf hinweisen, dass das Parthenolid seine hemmende Wirkung 
nicht durch Interaktion mit einem bestimmten Thrombozytenrezeptor ausüben, sondern in 
allgemeinere Vorgänge eingreifen könnte, die nicht für einen bestimmten Rezeptor 
charakteristisch sind. Zudem könnte man daraus schließen, dass die unterschiedlichen 
Signalwege,über die die verschiedenen Thrombozytenagonisten die Thrombozytewn aktivieren, 
zu einer gemeinsamen Endstrecke führen, die die Mikropartikelbildung und Ausbildung der 
prokoagulanten Oberfläche bedingen. In diese gemeinsame Endstrecke scheint das Parthenolid 
einzugreifen.  
Es bleibt genauer zu untersuchen, an welcher Stelle das Parthenolid in die Mikropartikelbildung 
und die Umwandlung der Thrombozytenmembran in eine prokoagulante Oberfläche eingreift. 
Dazu müsste auch der Einfluss des Parthenolids auf die durch die oben angesprochenen 
Thrombozytenagonisten induzierte Mikropartikelbildung untersucht werden. Diese 
Untersuchung müsste durch die gezielte Untersuchung weiterer bekannter 
Thrombozytenagonisten hinsichtlich ihrer Fähigkeit, die Mikropartikelbildung und die Ausbildung 
einer prokoagulanten Oberfläche zu induzieren und des Einflusses des Parthenolids auf diese 
Vorgänge ergänzt werden. 
 
V.2.1.1.2 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea- HSA induzierte 
Bindung von endogenem Thrombospondin-1 an Thrombozyten 
Wie unter V.1.1.5 bereits diskuiert, wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob es bei 
Aktivierung gelfiltrierter Thrombozyten und von Thrombozyten im Plasma (PRP) mit Idea- HSA 
zur Freisetzung des Thrombospondin- 1 aus den alpha- Granula und zur endogenen 
Rückbindung des freigesetzten Thrombospondins- 1 an die Thrombozyten kommt. Das 
gebundene Thrombospondin- 1 wurde mit Hilfe eines PE- markierten Antikörpers gegen 
Thrombospondin- 1 nachgewiesen.  
Es war gezeigt worden, dass Idea- HSA die dosisabhängige und signifikante Zunahme der 
Rückbindung des endogenen Thrombospondin-1 an die gelfiltrierten Thrombozyten induzierte 
(Abb.IV.1.1.6.1).  
Durch das Parthenolid konnte die nahezu vollständige dosisabhängige, signifikante Hemmung 
der Rückbindung des Thrombospondin-1 an die gelfiltrierten Thrombozyten erreicht werden 
(Abb.IV.2.1.1.6.1.1 und Abb.IV.2.1.1.6.1.2).  
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es durch die Aktivierung der Thrombozyten im 
Plättchen- reichen Plasma mit Idea- HSA zur höchst signfikanten Zunahme der Rückbindung 
des endogenen Thrombospondin-1 an die Thrombozyten kam (Abb.IV.1.1.6.2).  
Die Rückbindung des Thrombospondin-1 an die Thrombozyten im Plättchen-reichen Plasma 
konnte bereits mit einer Parthenolid- Konzentration von 0,5 µg/ml signifikant und dosisabhängig 
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gehemmt werden (Abb.IV.2.1.1.6.2.1 und Abb.IV.2.1.1.6.2.2). Bei Einsatz einer Parthenolid- 
Konzentration von 5 µg/ml wurde die Rückbindung des Thrombospondin-1 an die 
Thrombozyten signifikant und nahezu vollständig gehemmt. 
Diese Beobachtungen unterstützen die bereits unter V.2.1.1.2 diskutierten Ergebnisse, dass 
das Parthenolid die Degranulation der alpha- Granula mit Freisetzung des endogenen 
Thrombospondin-1 hemmt.  
Zudem scheint das Parthenolid auch die Bindung des im Plasma bereits vorliegenden 
Thrombospondin-1 an die aktivierten Thrombozyten zu hemmen. Denn da im Plasma 
Thrombospondin-1 vorhanden ist, ist zu vermuten, dass es sich bei dem Thrombospondin-1, 
dessen Bindung bei Durchführung des Versuchs im Plättchen- reichen Plasma nachgewiesen 
wurde, nicht nur um endogen freigesetztes, sondern auch um zuvor schon im Plasma 
vorhandenes Thrombospondin-1 gehandelt hat.  
Es ist auch denkbar, dass es zur Interaktion des Parthenolid mit dem CD36 kam, der sowohl für 
Idea- HSA als auch für Thrombospondin-1 als Rezeptor fungiert. Somit wäre die Rückbindung 
des endogenen Thrombospondins-1 in zweierlei Hinsicht gehemmt worden: zum einen durch 
die insgesamt verminderte Thrombozytenaktivierung, indem der CD36- Rezeptor vermindert für 
die Bindung von Idea- HSA zur Verfügung gestanden hätte; zum anderen durch eine mögliche 
Behinderung des Thrombospondin-1 bei der Bindung an CD36.  
 
V.2.1.2 Einfluss von Parthenolid auf die durch Idea- HSA induzierte 
Monozytenaktivierung  
Aufgrund der zentralen Rolle, die die Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und 
Monozyten für die Modulation von Entzündungsreaktionen und Blutgerinnung einnehmen (Van 
Gils et al, 2009), wurde nicht nur der Einfluss des Parthenolid auf die durch Idea- HSA 
induzierte Aktivierung der Thrombozyten, sondern auch der Monozyten untersucht.  
 
Dabei wurde zunächst der Einfluss des Idea- HSA auf die Bindung des Anti- Mac-1- 
Antikörpers, hinweisend auf die Expression des monozytären Mac-1- Rezeptors, untersucht.  
Der Mac- 1- Rezeptor (Makrophagen- Antigen-1, Mac- 1 Integrin, CD11b/ CD18) wird bei 
Aktivierung der Monozyten durch Degranulation vermehrt auf der Oberfläche der Monozyten 
exprimiert. Es dient somit als Aktivierungsmarker der Monozyten. Eine wichtige Funktion des 
Mac-1- Integrins besteht in der Interaktion mit den Thrombozyten. 
Wie unter IV.1.2.1.1 diskutiert, konnte mit den eingesetzten Konzentrationen des Idea- HSA im 
Fragmin- antikoagulierten Vollblut keine Zunahme der Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpers, 
hinweisend auf eine Zunahme der Mac- 1- Expression auf den Monozyten, bewirkt werden 
(Abb.IV.1.2.1). Dies zeigt, dass die Degranulation der Monozyten nicht ausgelöst werden 




Unter dem Einfluss des Parthenolid kam es zu keiner Veränderung der Mac-1- Expression auf 
den Monozyten (Abb.IV.2.1.2.1.1 und Abb.IV.2.1.2.1.2). Die durch Bindung des Antikörpers 
nachgewiesene, konstitutive Präsentation von Mac-1 auf der Monozytenoberfläche wurde durch 
das Parthenolid nicht beeinflusst.  
Anschließend wurde die Bindung löslichen Fibrinogens an Monozyten untersucht, die über das 
monozytäre Mac-1- Integrin vermittelt wird. Es scheint, dass die Mac- 1- Expression auf den 
Monozyten im Fragmin- antikoagulierten Vollblut durch das Idea- HSA nicht beeinflusst wurde. 
Es kam folglich unter dem Einfluss von Idea- HSA nicht zur Degranulation der monozytären 
Granula. Jedoch wurde eine konstitutive Mac-1- Expression auf den Monozyten nachgewiesen 
(Abb.IV.1.2.1).  
Das Idea- HSA bewirkte jedoch im Fragmin- antikoagulierten Vollblut die dosisabhängige, 
signifikante Zunahme der Fibrinogenbindung. Da es, wie zuvor diskutiert, unter dem Einfluss 
von Idea- HSA nicht zur vermehrten Mac-1- Präsentation auf der Monozytenoberfläche 
gekommen war (Abb.IV.1.2.1), muss diese Beobachtung dahingehend interpretiert werden, 
dass es durch das Idea- HSA zur Aktivierung der konstitutiv auf der Monozytenoberfläche 
präsentierten Mac-1- Integrine gekommen ist, so dass das Fibrinogen binden konnte 
(Abb.IV.1.2.2).  
Das Parthenolid hatte jedoch im Fragmin- antikoagulierten Vollblut in den eingesetzten 
Konzentrationen keinen Einfluss auf die Fibrinogen- Bindung an die Monozyten 
(Abb.IV.2.1.2.2.1 und Abb.IV.2.1.2.2.2).  
Dieses Ergebnis stützt die unter IV.2.1.2.1 diskutierte Vermutung, dass das Parthenolid nicht 
mit dem konstitutiv auf der Monozytenoberfläche exprimierten Mac- 1- Integrin interagiert und 
es in Folge dessen nicht vermag, die Fibrinogenbindung an das Mac-1- Integrin zu hemmen.   
Es ist folglich möglich, dass der Mechanismus, der zur Hemmung der Thrombozytenaktivierung 
durch das Parthenolid führt, keinen Einfluss auf die Aktivität der Monozyten hat. Wie bereits 
erwähnt, ist es jedoch auch möglich, dass diese Ergebnisse auf experimentelle Fehler zurück 
zu führen sind. 
Heptinstall (1987) zeigte die hemmende Wirkung des Parthenolid auf die Thrombozyten nur bei 
Verwendung von Plättchen- reichem Plasma und von gereinigten Thrombozyten.  
Zur weiteren Analyse sind daher Untersuchungen mit gereinigten Monozyten nötig, die eine 
eindeutige Aussage über die Wirkung des Parthenolid auf die Monozyten unabhängig von im 
Vollblut möglicherweise vorhandenen Einflussfaktoren erlauben.  
Außer mit Parthenolid wurde die Hemmbarkeit der Thrombozytenaktivierung durch Idea- HSA 
auch noch unter Anwendung anderer, strukturell sehr unterschiedlicher  Substanzen untersucht. 




V.2.2 Quercetin   
Wie unter I.5.1.1 näher ausgeführt, ist von dem Flavonoid Quercetin bekannt, dass es auf 
vielfältige Weise mit der Thrombozytenaktivierung interferiert.  
Es wurde daher im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob es möglich ist, die durch IDEA-HSA 
induzierte Thrombozytenaktivierung durch Quercetin zu hemmen. Dazu wude die durch Idea- 
HSA induzierte Fibrinogenbindung an Thrombozyten als repräsentativer Parameter für die 
Thrombozytenaktivität ausgewählt. 
 
V.2.2.1 Einfluss von Quercetin auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Quercetin auf die Fibrinogen- Bindung an 
gelfiltrierte Thrombozyten bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA weiter 
charakterisiert. Wie bereits unter  IV.1.1.1.1 diskutiert, induziert das Idea- HSA die 
konzentrationsabhängige Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. 
Es konnte nun bestätigt werden, dass das Quercetin die Fibrinogen- Bindung an die 
gelfiltrierten Thrombozyten dosisabhängig hemmt. Auch bei diesem Versuch konnte kein 
Einfluss des Lösungsmittels DMSO auf die Thrombozytenaktivität nachgewiesen werden. Mit 
der maximalen verwendeten Quercetin- Konzentration von 100µM gelang die Hemmung 
signifikant, jedoch nicht vollständig (Abb.IV.2.2.1.1).  
 
Ebenso kann die Inhibition der Fibrinogen- Bindung auf der Hemmung der TXA2- Synthese 
durch Quercetin beruhen. Swies et al (1984) haben beobachtet, dass die in vitro nötigen 
Quercetin- Konzentrationen zur Hemmung der COX-2 und der 12- LOX sowie der 15- LOX 
höher sind als die in vivo vorkommenden Konzentrationen. Daraus schlossen sie, dass die 
Hemmung dieser Enzyme für die Hemmung der Thrombozytenaggregation in vivo keine große 
Rolle spielen könne. So bleibt die Frage, welche Relevanz diese unmittelbare Interaktion des 
Quercetin mit den Thrombozyten in vivo hat. Pace- Asciak et al (1995) geben an, dass die 
Quercetin- Konzentration im Rotwein 50- 100 µM beträgt. Nach Rotwein- Konsum liegen die 
Plasmakonzentrationen des Quercetin jedoch nur bei <1 µM (Pignatelli et al, 2006). Durch 
Konsum Flavonoid- reicher Kost wie Zwiebeln und Tee lässt sich die Flavonoid- Konzentration 
im Plasma auf maximal 2-5µM steigern (Pignatelli et al, 2006). In einer früheren Studie 
berichten Pignatelli et al (2000), dass die Plasmakonzentration der Flavonoide bis zu 13 µM 
betragen kann.  Allerdings ist diese Angabe auf ein Gemisch aus Flavonoiden bezogen, nicht 
auf das Quercetin allein. Bei 30- minütiger Vorinkubation der Thrombozyten mit Quercetin 
reichen Konzentrationen von maximal 13 µM,die deutlich geringer sind als die im Rahmen 
dieser Arbeit eingesetzten, laut Pigatelli et al (2000) aus, um die Thrombozytenaktivierung zu 
hemmen. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuchen wurden die 
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Thrombozyten nicht mit dem Quercetin vorinkubiert, sondern direkt mit Idea- HSA aktiviert. 
Eventuell ist dieser unterschiedliche Versuchsaufbau ein Grund für die unterschiedlich hohen 
Konzentrationen, die zur Hemmung der Thrombozytenaktivität von Nöten waren. Es muss 
bedacht werden, dass das im Darm aufgenommene Quercetin im Darm und in der Leber 
vollständig in seine Metabolite 3’-O-Methylquercetin, 4’-O-Methylquercetin und Quercetin-4’-O-
ß-D-Glukosid umgewandelt wird, daher nicht als Quercetin im Blut vorliegt (Spencer et al, 2003; 
Hubbard et al, 2003). Die Aussagen, die aus den mit Quercetin gemachten Beobachtungen auf 
die Wirkung in vivo geschlossen werden können, sind daher begrenzt. Es bleibt zu 
untersuchen, ob nicht die antithrombotische Wirkung des Quercetin in vivo vielmehr durch seine 




Das Flavonoid Kaempferol unterscheidet sich strukturell vom Quercetin dadurch, dass es im B- 
Ring nur eine Hydroxylgruppe trägt.  
Wie unter I.5.1.2 ausgeführt, handelt es sich bei dem Kämpferol um einen starken 
Radikalfänger (Silva et al, 2008). Zudem interferiert es mit der Thrombozytenaktivität. Vor 
diesem Hintergrund wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob sich die durch Idea- HSA 
induzierte Thrombozytenaktivität durch Kämpferol hemmen lässt. Wie zuvor bei der 
Untersuchung der Wirkung des Quercetin wurde auch hier die Fibrinogenbindung als 




V.2.3.1 Einfluss von Kämpferol auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten  
Bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA kommt es, wie bereits unter V.1.1.1.1 
diskutiert, zur konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. 
Das Kaempferol vermochte es in den eingesetzten Konzentrationen jedoch nicht, die durch 
Idea- HSA induzierte Fibrinogen- Bindung zu inhibieren (Abb.IV.2.3.1.1).  
Wie unter V.2.2.1 erwähnt, beobachteten Swies et al (1984) in Bezug auf Quercetin, dass die in 
vitro nötigen Konzentrationen zur Hemmung der COX-2 und der 12- LOX sowie der 15- LOX 
höher sind als die in vivo vorkommenden Konzentrationen. Daraus schlossen sie, dass die 
Hemmung dieser Enzyme für die Hemmung der Thrombozytenaggregation in vivo keine große 
Rolle spielen könne. Pignatelli et al (2000) zeigten hingegen, dass sich mit verlängerter 
Vorinkubationszeit die Wirksamkeit der Ployphenole auf die Thrombozytenaktivität steigern ließ. 
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Dies könnte in ähnlicher Weise für die  Hemmung der TXA2- Synthese durch Kämpferol gelten: 
auch bei dem Kämpferol könnte die Zeit der Vorinkubation für die Wirksamkeit des Flavonoids 
auf die Thrombozytenaggregation von erheblicher Bedeutung sein. Bei den für die vorliegende 
Arbeit durchgeführten Versuchen wurden die Thrombozyen nicht mit den Flavonoiden 
vorinkubiert, sondern direkt mit Idea- HSA aktiviert. Es bleibt daher zu untersuchen, ob durch 
verlängerte Vorinkubationszeit auch mit dem Kämpferol ein hemmender Effekt auf die 
Thrombozytenaktivität zu erreichen ist. 
Es ist ebenso möglich, dass das Kaempferol in vivo nicht durch unmittelbare Interaktion mit den 
Thrombozyten, sondern hauptsächlich aufgrund seiner antioxidativen Fähigkeiten 
antithrombotisch wirksam ist. Kaempferol ist ein starker Radikalfänger. Eventuell wirkt das 
Kämpferol in dem entzündlichen Milieu, das beispielsweise in der Umgebung einer 
atherosklerotischen Plaque herrscht, antithrombotisch, indem es entstehende Radikale 
neutralisiert und die endotheliale Funktion unterstützt. Indem es die im Rahmen des oxidative 
burst der Leukozyten und der Thrombozyten entstandenen ROS neutralisiert, könnte es die 
Verfügbarkeit von NO und die Funktion des Endothels verbessern. Dadurch würde 
schlussendlich die Thrombozytenaktivität vermindert.  
Bei dem hier besprochenen Versuch wurden jedoch gelfiltrierte Thrombozyten eingesetzt. Das 
bedeutet, dass es in vitro, losgelöst von einem entzündlichen Milieu, ohne Interaktion der 
Thrombozyten mit Endothel, zur isolierten Interaktion zwischen Thrombozyten und dem Idea- 
HSA kam. Somit entfielen die Wirkungen des Kämpferols auf die endotheliale Funktion. 
Antithrombotische Effekte, die das Kämpferol in vivo, an einer atherosklerotischen Plaque oder 
in der Mikrozirkulation haben kann, könnten daher mit diesem Versuchsaufbau nicht erfasst 
werden.  
Zwar besitzen Thrombozyten eine endogene NO- Synthase, so dass sie aus zirkulierendem L- 
Arginin NO synthetisieren können. Bei der Gelfiltration wurden die Thrombozyten jedoch von 
den Plasmabestandteilen getrennt. Zudem lag in dem verwendeten Hepes/ Tyrode- Puffer kein 
L- Arginin vor, aus dem die Thrombozyten NO synthetisieren könnten (Isenberg et al, 2008). 
Wenn das Kämpferol daher durch Verbesserung der Verfügbarkeit von NO antithrombotisch 
wirksam würde, konnte es in dem gewählten Versuchsaufbau keinen Effekt auf die Fibrinogen- 
Bindung an Thrombozyten zeigen, da es wahrscheinlich nicht zur relevanten Bildung von NO 
kam.  
Wie das Versuchsergebnis vermuten lässt, spielt für die antithrombotische Wirkung des 
Kämpferol nicht so sehr die unmittelbare Interaktion mit den Thrombozyten, sondern vielmehr 
der antioxidative Einfluss des Kämpferol auf das entzündliche Milieu eine Rolle. Durch 
Verminderung der inflammatorischen Reaktion wird somit indirekt die Aktivität der 
Thrombozyten herabgesetzt. Es wurde nicht überprüft, ob bei der Aktivierung der Thrombozyten 
mit Idea- HSA ROS wie H2O2 gebildet wurden, die das Kämpferol inaktiviert haben könnte. Es 
ist nicht bekannt, ob Kämpferol direkt an durch HOCl oxidativ modifizierte Strukturen, 
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beispielsweise den oxidierten LDL oder dem Idea- HSA, bindet, um sie zu neutralisieren. 
Ebenso wurde nicht überprüft, ob es zur Bildung von NO durch die Thrombozyten kam. 
 
V.2.4 Resveratrol 
Wie unter I.5.1.3 bereits dargesellt, beruht die hemmende Wirkung des Polyphenols Resveratrol 
auf die Thrombozytenaggregation auf mehreren Mechanismen. Vor diesem Hintergrund wurde 
die Wirkung des Resveratrol auf die durch Idea- HSA induzierte Thrombozytenaktivierung, 
welche schon von Dr. Martin Brodde gezeigt werden konnte, jetzt im Detail untersucht. Auch 
hier wurde die Fibrinogenbindung an die Thrombozyten als repräsentativer Parameter für die 
Thrombozytenaktivität untersucht.  
 
V.2.4.1 Einfluss von Resveratrol auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten  
Vor dem Hintergrund dieser tiefgreifenden Wirkungen des Resveratrol auf die 
Thrombozytenaktivität wurde der Einfluss des Resveratrol auf die aktivierungsabhängige 
Fibrinogen- Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten untersucht.  
Wie bereits unter V.1.1.1.1 diskutiert, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- 
HSA zur konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Mit 
Resveratrol gelingt die Inhibition der Fibrinogen- Bindung an durch Idea- HSA aktivierte 
Thrombozyten dosisabhängig  und signifikant. Die Hemmung ist  nahezu vollständig 
(Abb.IV.2.4.1.1). 
Dieser Effekt des Resveratrol könnte in der Hemmung des p38 MAPK- Weges begründet sein. 
Die Hemmung dieses Weges resultiert, wie oben ausgeführt, in verminderter TXA2- Synthese. 
So entfiele ein wichtiger Rückkopplungsmechanismus zur Steigerung der 
Thrombozytenaktivierung. Dies könnte einen Hinweis darauf geben, dass auch die Aktivierung 
der Thrombozyten durch Bindung von Idea- HSA an CD36, in Analogie zur 
Thrombozytenaktivierung mit oxidierten LDL, zur Aktivierung des p38 MAPK- Weges mit 
folgender TXA2- Synthese führen könnte. Es weist zudem darauf hin, dass für die 
antithrombotischen Effekte des Resveratrols die unmittelbare Interaktion des Resveratrol mit 
den Thrombozyten und den thrombozytären intrazellulären Signaltransduktionswegen eine 






Wie unter I.5.4 näher ausgeführt, handelt es sich bei dem Carnosin um ein im Muskelgewebe 
vorkommendes Dipeptid, dessen antioxidative Aktivität bekannt ist. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde daher die Wirkung des Carnosin auf die durch Idea- HSA induzierte 
Thrombozytenaktivierung untersucht. Auch hier wurde die Fibrinogenbindung an die 
Thrombozyten als repräsentativer Parameter für die Thrombozytenaktivität genutzt. 
 
V.2.5.1 Einfluss von Carnosin auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten 
Wie unter V.1.1.1.1 bereits diskutiert, induziert die Aktivierung der gelfiltrierten Thrombozyten 
mit Idea- HSA die konzentrationsabhängige Zunahme der Fibrinogen- Bindung an 
Thrombozyten. Die aktivierungsabhängige Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten lässt sich 
durch Carnosin dosisabhängig hemmen. Bei einer Carnosin- Konzentration von 50 µg/ml wird 
die durch Idea- HSA induzierte Fibrinogen- Bindung signifikant und nahezu vollständig 
gehemmt (Abb.IV.2.5.1.1).  
Es ist möglich, dass das Carnosin als Radikalfäger direkt mit dem Idea- HSA, das ein Produkt 
der durch HOCl induzierten oxidativen Proteinmodifikation ist, interagiert und so den Effekt des 
Idea- HSA auf die Thrombozytenaktivität neutralisiert.  
 
V.2.6 Taurin 
Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit die Wirkung der unter I.5.3 vorgestellten Aminosäure 
Taurin auf die durch Idea- HSA induzierte Thrombozytenaktivierung untersucht. Auch hier 
wurde die Fibrinogenbindung an die Thrombozyten als repräsentativer Parameter für die 
Thrombozytenaktivität genutzt. 
Die Aminosäure Taurin fungiert als wichtiger Radikalfänger von ROS (Atmaca, 2004). 
 
V.2.6.1 Einfluss von Taurin auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten  
Die vorgestellten Experimente zur Inhibition der Thrombozyten durch Taurin ließen vermuten, 
dass auch die durch Idea- HSA- induzierte Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten durch Taurin 
hemmbar sein könnte. Wie unter V.1.1.1.1 bereits diskutiert, kommt es bei Aktivierung der 
gelfiltrierten Thrombozyten mit Idea- HSA zur konzentrationsabhängigen Zunahme der 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Die Inhibition der durch Idea- HSA induzierten 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten gelang mit den eingesetzten Taurin- Konzentrationen 




Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit die Wirkung des unter I.5.5 vorgestellten Lipoamid 
auf die durch Idea- HSA induzierte Thrombozytenaktivierung untersucht. Auch hier wurde die 
Fibrinogenbindung an die Thrombozyten als repräsentativer Parameter für die 
Thrombozytenaktivität genutzt. 
Bei dem Lipoamid handelt es sich um das Amid der alpha- Liponsäure, die antioxidativ wirksam 
ist (Atmaca, 2004). 
Es konnte gezeigt werden, dass auch Liponsäure- Derivate wie das Lipoamid in gleichem Maße 
wie die Liponsäure gegenüber HOCl antioxidativ wirksam sind (Li et al, 2008).  
 
V.2.7.1 Einfluss von Lipoamid auf die durch Idea- HSA- induzierte 
Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten  
Wie bereits diskutiert, kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten mit Idea- HSA zur 
konzentrationsabhängigen Zunahme der Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten. Es zeigte sich 
zudem, dass die durch Idea- HSA induzierte Fibrinogen- Bindung an Thrombozyten mit den 
eingesetzten Lipoamid- Konzentrationen signifikant inhibiert werden kann. Somit scheint die 
antioxidative Wirkung des Lipoamid gegenüber HOCl auch auf das durch HOCl modifizierte 
Idea- HSA zuzutreffen (Abb.IV.2.7.1.1 und Abb.IV.2.7.1.3). Das als Lösungsmitel eingesetzte 
DMSO hatte nachweislich keinen Einfluss auf das Ergebnis (Abb.IV.2.7.1.3).      
 
V.3 Passage von Fragmin-antikoaguliertem Vollblut durch das 
Herzunterstützungssystem INCOR Heart LVAD unter dem Einfluss von 
Parthenolid  
Bei der Untersuchung der Passage von antikoaguliertem Vollblut durch das 
Herzunterstützungssystem INCOR Heart LVAD wurde Vollblut, dem zu Beginn 0,3 µg/ml 
Parthenolid zugefügt worden war, mit Vollblut verglichen, das ohne den Zusatz von Parthenolid 
in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatte. Da das Parthenolid in DMSO gelöst worden 
war, musste ausgeschlossen werden, dass die beobachteten Effekte durch das DMSO 
hervorgerufen worden waren. Daher wurde das Blut, das ohne Parthenolid in den 
Herzunterstützungssystemen zirkulierte, als Negativkontrolle genutzt. Dazu wurde dem Blut 
DMSO in einer Konzentration zugesetzt, die der entsprach, die in der eingesetzten 
Parthenolidlösung vorhanden war.  
Das Vollblut wurde mit einer Fragmin- Konzentration von 20 U/ml antikoaguliert.  
Es sollte zudem sichergestellt werden, dass die beobachteten Effekte auf die Aktivität der 
Blutzellen tatsächlich durch die Einwirkung der Zirkulation des Blutes durch die 
Herzunterstützungssysteme hervorgerufen worden waren. Daher wurden zudem Kontrollproben 
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eingesetzt, die bei einer Temperatur von 37° C ruhig geschwenkt wurden, um eine konstante 
Durchmischung zu gewährleisten, in denen das Blut jedoch keinem mechanischen Stress wie 
dem des Herzunterstützungssystems ausgesetzt war. Der einen der Kontrollproben wurde 
ebenfalls 0,3 µg/ml Parthenolid zugesetzt, der anderen Kontrollprobe wurde wiederum DMSO 
zugefügt.  
Die vorgestellten Messwerte müssen vor dem Hintergrund des notwendigerweise sehr 
komplexen und daher jedoch störanfälligen Versuchsaufbaus interpretiert werden. 
 
V.3.1 Einfluss von Parthenolid auf die Aktivierung und Aktivierbarkeit von 
Thrombozyten bei Passage durch das INCOR Heart LVAD   
Zuächst wurde die Bindung von löslichem, FITC- markiertem Fibrinogen an die Thrombozyten 
im Plättchenreichen Plasma untersucht. Dabei wurde zum einen die Bindung des Fibrinogens 
an nicht aktivierte Thrombozyten betrachtet. Zum anderen wurde untersucht, inwieweit sich die 
Thrombozyten durch ADP aktivieren lassen.  
Das ADP ist ein physiologischer, relativ schwacher Thrombozytenagonist. Es liegt in den 
elektronendichten Granula der Thrombozyten vor und wird bei der Degranulation der 
Thrombozyten ausgeschüttet. Anschließend bindet es zurück an die thrombozytären 
Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 und verstärkt so die Thrombozytenaggregation (Jurk, Kehrel, 
2005).  
Als Aktivierungsmarker wurde hierbei wiederum die Fibrinogen- Bindung betrachtet.  
Es zeigte sich, dass sich die Grundbindung des FITC- markierten Fibrinogens an die 
Thrombozyten im Plättchenreichen Plasma zu jedem Zeitpunkt der Blutentnahme aus den 
Herzunterstützungssystemen nicht signifikant über die Dauer des Vesuchs änderte. Diese 
Beobachtung lässt darauf schließen, dass es bei der Passage des Vollbluts durch die 
Herzunterstützungssysteme zu keiner wesentlichen Einflussnahme des Parthenolids auf die 
Grundaktivität der Thrombozyten gekommen ist.  
Weiterhin zeigte sich, dass es unter dem Einfluss von ADP zu jedem Zeitpunkt der 
Blutentnahme aus beiden Herzunterstützungssystemen zu einem dosisabhängigen und 
signifikanten Anstieg der Fibrinogenbindung an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma 
kam (Abb.IV.3.1.3 und Abb.IV.3.1.4). Allerdings unterschied sich die durch ADP induzierte 
Fibrinogenbindung an die Thrombozyten, die einerseits unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml 
Parthenolid, andererseits unter dem Einfluss von DMSO in den Herzunterstützungssystemen 
zirkuliert hatten, nicht signifikant voneinander. Da sich die Fibrinogen- Bindung an die 
Thrombozyten in den sich entsprechenden Proben aus den Herzunterstützungssystemen mit 
und ohne Beigabe von Parthenolid kaum unterscheidet, lässt sich folglich kein Einfluss des 
Parthenolid auf die Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch ADP erkennen. 
Es zeigt sich außerdem, dass mit der Zeit die insgesamt durch ADP induzierbare 
Fibrinogenbindung an die Thrombozyten abnahm. Diese Tendenz wird sehr deutlich, wenn man 
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die durch ADP induzierte Fibrinogenbindung getrennt nach den Herzunterstützungssystemen 
betrachtet, wie sie in den Abb.IV.3.1.1 und Abb.IV.3.1.2 dargestellt ist. Der Unterschied 
zwischen den Messwerten zu den verschiedenen Zeitpunkten ist bei Betrachtung des 
Herzunterstützungssystems 1 (Abb.IV.3.1.1: Zirkulation unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml 
Parthenolid) jedoch nicht signifikant. Bei Betrachtung des Herzunterstützungssystems 2 
(Abb.IV.3.1.2: Zirkulation unter dem Einfluss von DMSO) wird der Unterschied zwischen den 
Messwerten zum Zeitpunkten t=240 min. signifikant.   
Dieses Ergebnis kann als Hinweis auf den Einfluss des Parthenolids auf die zirkulierenden 
Thrombozyten gesehen werden. Es scheint unter dem Einfluss des Parthenolids im Vergleich 
zum DMSO zu einer geringeren Abnahme der Aktivierbarkeit der Thrombozyten über die Zeit 
gekommen zu sein. Dies könnte einen Hinweis darauf geben, dass das Parthenolid in diesem 
Versuchsaufbau einen protektiven Einfluss auf die Thrombozytenfunktion haben könnte. 
Es kann aus diesen Beobachtungen geschlossen werden, dass die auf den Thrombozyten in 
aktiviertem Zustand vorliegenden GPIIbIIIa- Integrine, die alleine fähig sind, das in dem Versuch 
eingesetzte lösliche Fibrinogen zu binden (Jurk, Kehrel, 2005), im Laufe der Zeit weniger  oder 
inaktiver werden.  
Vermutlich lässt sich diese Beobachtung, dass die Aktivierbarkeit der Thrombozyten mit der 
Dauer des Versuchs abnahm, auf zwei Umstände zurückführen: zum einen muss davon 
ausgegangen werden, dass die Thrombozyten im Lauf des Versuchstags „gealtert“ sind, da die 
Blutspende zum Zeitpunkt der letzten Blutentnahme aus dem Herzunterstützungssystem bereits 
mehrere Stunden zurücklag.  
Zum anderen ist zu erwarten, dass die Zellen und die auf der Zelloberfläche exprimierten 
Integrine im Laufe der Zeit durch die Passage durch das Herzunterstützungssystem durch diese 
mechanische Belastung geschädigt werden, so dass ihre Funktionsfähigkeit herabgesetzt wird. 
Diese Beschädigung könnte in Inaktivierung oder  Abspaltung der Integrine  resultieren. Da es 
sich um qualitativ sehr hochwertige LVAD handelt, ist diese Beschädigung nur minimal. Dies 
zeigt sich daran, dass die Fähigkeit der Thrombozyten zur Fibrinogenbindung über die Zeit erst 
zum Zeitpunkt t=240 min. im Herzunterstützungssystem 2 signifikant abfällt. Eine starke 
Beschädigung der Zellen durch den LVAD hätte demnach zu einem starken Abfall der Fähigkeit 
zur Fibrinogen- Bindung geführt.  
Bei der Interpretation der Daten in Bezug auf die Anwendung der Herzunterstützungssysteme 
bei Menschen muss zudem beachtet werden, dass in dem benutzten Versuchsaufbau nur ein 
im Vergleich zum Blutvolumen eines erwachsenen Menschen relativ geringes Blutvolumen von 
ca. 200 ml pro Pumpensystem eingesetzt wurde. Dieses Blutvolumen zirkulierte  mit einer 
unphysiologisch hohen Geschwindigkeit durch den Kreislauf des Versuchsaufbaus. Beim 
Einsatz des Herzunterstützungssystems im Patienten werden zwar ebenso hohe 
Drehgeschwindigkeiten des Rotors des LVAD erreicht (7000 Umdrehungen/min.), jedoch ist der 
Scherstress, dem die einzelne Zelle des Patienten ausgesetzt ist, geringer, da in vivo ein 
größeres Blutvolumen zur Verfügung steht. So passiert die einzelne Zelle in einem bestimmten 
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Zeitabschnitt seltener das Herzunterstützungssystem. Auf der anderen Seite beschränkt sich 
beim Einsatz des LVAD beim Menschen der Einsatz nicht auf die vier Stunden, die der Versuch 
dauert, sondern dauert viele Tage und Wochen. Auf diese Weise sind die Blutzellen nicht einem 
so heftigen, kurzdauernden, sondern einem schwächeren, jedoch längerfristig andauernden 
Stress durch den LVAD ausgesetzt. Diese Unterschiede müssen bei der Interpretation der 
Ergebnisse dieses Versuchs bedacht werden. 
Es ist möglich, dass die Wirkung des Parthenolid auf die Thrombozytenaktivität durch mehrere 
Faktoren, die im Versuchsaufbau begründet sind, abgeschwächt wurde. Es ist möglich, dass 
das Parthenolid, das dem Vollblut in dem Kreislauf des Versuchsaufbaus beigegeben worden 
ist, nicht vollständig im Plasma vorlag, sondern zunächst durch Zentrifugation des Blutes und 
Abnehmen des Plasmas entfernt worden sein könnte. Dies könnte vor allem eine Rolle spielen, 
wenn das Parthenolid im Vollblut an andere Zellen außer den Thrombozyten binden könnte, 
z.B. an die Erythrozyten. Dann würde es bei der Zentrifugation zusammen mit diesen Zellen 
vom Plasma getrennt.  
 
Der zweite Parameter, der im PRP untersucht wurde, war die Expression von CD63 auf der 
Thrombozytenoberfläche. Das CD63 gilt als Marker für die aktivierungsabhängige 
Degranulation der thrombozytären elektronendichten Granula. Es wurde die Expression des 
CD63 auf nicht aktivierten Thrombozyten untersucht, ebenso wie die Aktivierbarkeit der 
Thrombozyten durch TRAP. 
Bei dem Thrombozytenagonisten TRAP (Thrombin related activating peptid) handelt es sich um 
eine Aminosäure- Sequenz aus dem Thrombinrezeptor PAR-1 (Protease activated receptor 1), 
die nach der durch Thrombin induzierten Spaltung des PAR-1 als neuer N- Terminus des PAR-
1 freigelegt wird, so dass sie als intramolekularer Rezeptoragonist mit dem PAR-1 selbst 
interagieren kann.  
Durch diese Interation kommt es in den Thrombozyten, über G-Proteine vermittelt, zu Outside-in 
signalling, das die Thrombozytenaktivierung vermittelt (Selnick et al, 2003). 
Dieses Peptid kann auch, so wie hier geschehen, extern zugesetzt werden und die 
Thrombozyten, über den PAR-1 vermittelt, aktivieren. 
Wiederum wurde die CD63- Expression als Aktivierungsmarker verwandt.  
Es zeigte sich, dass es unter dem Einfluss von TRAP zu jedem Zeitpunkt der Blutentnahme aus 
beiden Herzunterstützungssystemen zu einem dosisabhängigen und signifikanten Anstieg der 
Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten im Plättchen- reichen Plasma kam 
(Abb.IV.3.2.1 und Abb.IV.3.2.2). Betrachtet man Abb.IV.3.2.1, so wird die Dosisabhängigkeit 
der durch TRAP induzierten Zunahme der Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an die 
Thrombozyten deutlich. Es wird zudem deutlich, dass sich die durch TRAP induzierte Bindung 
des Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten, die unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml 
Parthenolid in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, nicht signifikant von der durch 
TRAP induzierten Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an den Thrombozyten unterscheidet, 
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die unter dem Einfluss von DMSO in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten. Da sich 
die Bindung des Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten in den sich entsprechenden 
Proben aus den Herzunterstützungssystemen mit und ohne Beigabe von Parthenolid kaum 
unterscheidet, lässt sich folglich kein Einfluss des Parthenolid auf die Aktivierbarkeit der 
Thrombozyten durch TRAP erkennen. 
Es zeigt sich außerdem, dass mit der Zeit die insgesamt durch TRAP induzierbare Bindung des 
Anti- CD63- Antikörpers an die Thrombozyten abnahm. Diese Tendenz wird sehr deutlich, wenn 
man die durch TRAP induzierte Bindung des Anti- CD63- Antikörpers getrennt nach den 
Herzunterstützungssystemen betrachtet, wie sie in den Abb.IV.3.2.3 und Abb.IV.3.2.4 
dargestellt ist. Der Unterschied zwischen den Messwerten zu den verschiedenen Zeitpunkten 
ist jedoch nicht signifikant.  
Die Abnahme der CD63- Expression über die Zeit (vom Zeitpunkt t=120 min. zum Zeitpunkt 
t=240 min.) stimmt mit der Beobachtung überein, die zuvor in Bezug auf die Fibrinogenbindung 
an die Thrombozyten gemacht wurde. Es kann auch hier argumentiert werden, dass die 
Thrombozyten durch die mechanische Beanspruchung geschädigt werden und deshalb ihre 
Funktionsfähigkeit und Aktivität einbüßen. Die zuvorige Zunahme der CD63- Expression (vom 
Zeitpunkt t=0 min. zum Zeitpunkt t=120 min.) kann auf initiale Aktivierung der Thrombozyten 
durch den beginnenden Stress zurückgeführt werden. Dies ist jedoch ein Aspekt, der sich bei 
der Untersuchung der Fibrinogenbindung an die Thrombozyten nicht feststellen lässt.  
Betrachtet man nun die Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch TRAP, so fällt auf, dass die 
Thrombozyten mit der Zeit immer weniger durch TRAP aktiviert werden können, so dass die 
CD63- Expression über die Zeit abnimmt. Insgesamt ist die Abnahme der CD63- Expression 
über die Zeit jedoch nicht sehr stark ausgeprägt. Es lässt sich auch hier kein Einfluss des 
Parthenolid auf die Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch TRAP erkennen, da sich die CD63 
Expression auf den Thrombozyten in den sich entsprechenden Proben aus den 
Herzunterstützungssystemen mit und ohne Beigabe von Parthenolid kaum unterscheidet.  
 
Anschließend wurde die Bindung von FITC- markiertem Annexin V an Thrombozyten im 
Plättchen-reichen Plasma untersucht. Annexin V bindet spezifisch an Phospahtidylserin, das im 
Rahmen der durch die Passage der Thrombozyten durch den LVAD induzierten Ausbildung 
einer prokoagulanten Thrombozytenoberfläche an die Oberfläche der Plättchen gelangte. Dabei 
kam es mit der Zeit zu einer Zunahme der prokoagulanten Oberfläche, erkennbar an der 
Zunahme der Annexin V- Bindung (Abb.IV.3.3.1).   
Betrachtet man die Proben, die unter dem Einfluss von Parthenolid im 
Herzunterstützungssystem zirkuliert hatten, so zeigt sich zunächst, vom Zeitpunkt t= 0 min. zum 
Zeitpunkt t= 120 min., ein signifikanter Anstieg der Bindung von Annexin V.  Der Anstieg vom 
Zeitpunkt t=120 min. zum Zeitpunkt t= 240 min. ist jedoch nicht signifikant. Insgesamt kommt es 
zu einem signifikanten Anstieg der Annexin V- Bindung über die Zeit der Versuchsdauer. Dies 
weist darauf hin, dass es durch die Passage des Blutes durch das Herzunterstützungssystem 
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zu einer signifikant gesteigerten Umwandlung der Thrombozytenoberfläche in eine 
prokoagulante Oberfläche kam. Dabei kam es zu Anfang zu einem recht ausgeprägten Anstieg 
der Annexin V- Bindung, während  sie im weiteren Verlauf des Versuchs nur noch wenig stieg.  
Betrachtet man nun vergleichend die Proben, die ohne Parthenolid, nur unter dem Einfluss von 
DMSO, in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, war die Zunahme der Annexin V- 
Bindung deutlich stärker ausgeprägt: zunächst, zwischen dem Zeitpunkt t= 0 min. und dem 
Zeitpunkt t=120 min., kam es zu einem signifikanten Anstieg der Annexin V- Bindung an die 
Thrombozyten. Anders als bei den Proben, die unter dem Einfluss von Parthenolid im 
Herznterstützungssystem zirkuliert hatten, kam es hier auch  zwischen dem Zeitpunkt t=120 
min. und dem Zeitpnkt t=240 min. zu einem weiteren Anstieg der Annexin V- Bindung. 
Insgesamt ist die hier beobachtete Zunahme der Annexin V- Bindung über die Dauer des 
Versuchs signifikant. Dies weist darauf hin, dass es anders als bei den Proben, die unter dem 
Einfluss von Parthneolid im Herzunterstützungssystem zirkuliert hatten, über die gesamte 
Versuchsdauer hin zu einer stetig zunehmenden Umwandlung der thrombozytären Oberfläche 
in eine prokoagulante Oberfläche kam. 
Folglich zeigt sich, dass die Unterschiede zwischen der Annexin V- Bindung an die 
Thrombozyten unter dem Einfluss von 0,3 µg/ml Parthenolid und an die Thrombozyten, die 
ohne Parthenolid, sondern nur mit DMSO in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, 
zunächst noch nicht signfikant sind. Weder zum Zeitpunkt t= 0 min. noch zum Zeitpunkt t= 120 
min. ergaben sich signifkante Unterschiede, es war zu einem gleichmäßigen Anstieg der 
Annexin V- Bindung gekommen.  
Erst wenn man die Annexin V- Bindung betrachtet, die zum Zeitpunkt t= 240 min. gemessen 
wurde, so zeigt sich eine signifikant höhere Annexin V- Bindung an die Thrombozyten, die nicht 
durch Parthenolid beeinflusst waren, als an die Thrombozyten unter dem Einfluss von 
Parthenolid (Abb.IV.3.3.2). Dies weist darauf hin, dass es über die Zeit der Versuchsdauer 
betrachtet unter dem Einfluss von Parthenolid zu einem geringer ausgeprägten Umbau der 
thrombozytären Membran in eine prokoagulante Oberfläche kam, als in der Probe ohne 
Parthenolid, nur  mit DMSO. 
Es zeigt sich bei Betrachtung der Ausbildung der prokoagulanten Oberfläche deutlich, dass es 
unter dem Einfluss von Parthenolid nur in geringerem Maße als bei den Proben ohne 
Parthenolid zu Membranumbauprozessen gekommen ist. Dies deutet darauf hin, dass das 
Parthenolid die Thrombozytenaktivierung durch den Scherstress, dem die Thrombozyten bei 
Passage des Herzunterstützungssystems ausgesetzt sind, vermindert. Dies verdeutlicht jedoch 
auch, wie groß der Stress ist, dem die Thrombozyten bei Passage des 
Herzunterstützungssystems ausgesetzt sind, da die Ausbildung einer prokoagulanten 
Oberfläche ein Zeichen sehr starker Aktivierung ist. 
Die Wirkung des Parthenolid auf die Annexin V- Bindung ist von den hier diskutierten 
Untersuchungen im Rahmen des Versuchs mit dem Herzunterstützungssystem die 
eindrücklichste. Die Membranumbauprozesse, die zur Exposition des Phosphatidylserins auf 
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der Thrombozytenoberfläche führen, spielen sowohl bei der Ausbildung einer prokoagulanten 
Oberfläche als auch bei der Abspaltung der Mikropartikel eine Rolle. Sie werden durch 
Thrombozytenaktivierung durch starke Agonisten, durch Apoptose oder durch Scherstress 
ausgelöst (Martinéz et al, 2005). Die Ausbildung einer prokoagulanten Oberfläche geht bei den 
Thrombozyten wiederum zum  Teil mit  Apoptose einher. Allerdings ist die Ausbildung der 
prokoagulanten Oberfläche nicht zwangsläufig mit Apoptose verbunden (Leung et al, 2007). In 
den Thrombozyten kann durch pathologischen Scherstress, wie er an einer Gefäßstenose oder 
bei Einsatz eines LVAD entsteht, eine Apoptosereaktion ausgelöst werden, die mit erhöhter 
Expression von P- Selektin, der Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials, 
Aktivierung der Caspase 3, vermehrter Phosphatidylserin- Exposition und 
Mikropartikelabspaltung einhergeht. Für den Ablauf dieser Reaktionen spielt die Kernlosigkeit 
der Thrombozyten offensichtlich keine Rolle (Leytin et al, 2004). Die beobachteten, recht 
ausgeprägten Membranumbauprozesse lassen vermuten, dass es durch den Scherstress, der 
bei Passage der Thrombozyten durch das Herzunterstützungssystem entsteht, zu 
apoptotischen Reaktionen kommt.  
Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass das Parthenolid die Apoptose von Tumorzellen durch 
vermehrte Bildung von ROS,  Verminderung der intrazellulären Thiole wie Glutathion, 
Aktivierung der Caspasen 7,8 und 9, und Herabsetzen des mitochondrialen 
Transmembranpotentials induziert (Wen et al, 2002, Wang et al, 2006; Zunino et al, 2007). 
Dabei kommt es ebenfalls zu vermehrter Exposition von Phosphatidylserin (Zunino et al, 2007). 
Insofern wäre zu erwarten, dass auch in diesem Fall die apoptotische Reaktion durch das 
Parthenolid eher unterstützt als gehemmt würde. Es zeigt sich jedoch, dass die 
Membranumbauprozesse unter dem Einfluss von Parthenolid deutlich vermindert ablaufen.  
In einer Untersuchung  mit Linsenzellen beobachteten Yao et al (2007) eine Hemmung der 
durch oxidativen Stress in diesen Linsenepithelzellen hervorgerufenen Apoptose durch 
Parthenolid. Sie zeigten, dass Parthenolid sowohl die durch oxidativen Stress aktivierte 
Genexpression als auch die Aktivierung der schon synthetisierten Caspasen 3 und 9 hemmt 
und so der Entstehung einer Katarakt vorbeugt. Es handelt sich bei  diesen Linsenepithelzellen 
um kernhaltige Zellen. Wenn es das Parthenolid jedoch vermag, wie Yao et al (2007) 
beschrieben haben, auch die Caspasen selbst und nicht nur die Synthese der Caspasen zu 
hemmen, könnte sich sein antiapoptotischer Effekt auch auf Thrombozyten auswirken. Li- 
Weber et al (2005) konnten zeigen, dass es von der eingesetzten Parthenolid- Konzentration 
abhängt, ob es die Zellen vor dem Zelltod schützt oder diesen vielmehr noch unterstützt. So 
schützt das Parthenolid in niedrigen Konzentrationen von <5µM vor Apoptose, während es in 
hohen Konzentrationen von >10 µM proapoptotisch wirkt. Die im Rahmen dieses Versuchs 
eingesetzte Parthenolidkonzentration von 0,3 µg/ml entspricht  bei einem Molekulargewicht des 
Parthenolids von 248, 32 g/mol 1,2 *10 bei einem Molekulargewicht des Parthenolids von 248, 
32 g/mol einer Konzentration von 1,2 * 10-6  µM < 5µM. Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit 
eine laut den Untersuchungen von Li- Weber et al (2005) antiapoptotisch wirksame 
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Parthenolidkonzentration eingesetzt. Damit unterstützen die im Rahmen dieser Arbeit 
gemachten Beobachtungen die Ergebnisse von Li- Weber et al (2005).  
Da die Membranumbauprozesse, die zur Mikropartikelbildung und zur Ausbildung der 
prokoagulanten Oberfläche führen, eng zusammenhängen (Holme et al, 1995 und 1997), 
könnte die Untersuchung der Mikropartikelbildung unter den Bedingungen der Passage des 
Blutes durch die Herzunterstützungssysteme in Zukunft interessante Ergebnisse bringen. 
 
V.3.2 Einfluss von Parthenolid auf die Aktivierung und Aktivierbarkeit von 
Monozyten bei Passage durch das INCOR Heart LVAD   
Des Weiteren wurde im Vollblut die Mac- 1- Expression auf Monozyten untersucht. Das Mac- 1 
Integrin, das bei Degranulation der Monozyten- Granula auf der Zelloberfläche präsentiert wird, 
ist ein wichtiger Aktivitätsmarker der Monozyten. Über diesen Rezeptor binden die Monozyten 
an Fibrinogen und interagieren so mit Thrombozyten.  
Stellt man die Bindung des Anti- Mac-1- Antikörpers an die Thrombozyten, die unter dem 
Einfluss von Parthenolid in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, der 
Antikörperbindung an die Thrombozyten, die diese ohne Parthenolid, sondern nur mit DMSO, 
passiert hatten, gegenüber, so zeigt sich, dass zwar im Laufe der Zeit die Bindung des Anti- 
Mac-1- Antikörpers an die Monozyten etwas zunahm, jedoch war diese Zunahme der 
Antikörperbindung weder in Bezug auf die Proben, die unter dem Einfluss von Parthenolid in 
den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten, noch in Bezug auf die Proben, die diese 
ohne Parthenolid, sondern nur mit DMSO, passiert hatten, signifikant (Abb.IV.3.4.1). Die Mac-1- 
Expression unterschied sich nicht signifikant, unabhängig davon, ob die Monozyten unter dem 
Einfluss von Parthenolid oder von DMSO in den Herzunterstützungssystemen zirkuliert hatten 
(Abb.IV.3.4.2).  
Wie schon in Bezug auf die durch Idea- HSA induzierte Aktivierung der Monozyten erwähnt, 
sind für die nähere Analyse  der Monozytenfunktion Versuche mit gereinigten Monozyten 
erforderlich, die es erlauben, die unmittelbare Wirkung des Parthenolid auf die Monozyten zu 
untersuchen.   
V.3.3  Zusammenfassung 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es sich in den verschiedenen Teilversuchen der 
Versuche zum Einfluss des Parthenolids auf die Zellfunkion der Blutzellen bei Passage des 
Blutes durch die  Herzunterstützungssysteme wiederholt gezeigt hat, dass es in diesem 
Versuch nicht möglich war, durch Parthenolid einen signifikanten Effekt auf die Funktion der 
Thrombozyten und Monozyten hervorzurufen. Unter dem Einfluss von Parthenolid kam es aber 
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